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Главное для каждого живо- 
го существа — это выжить 
ы как индивидууму и как виду. 


М. Кальвин. 


\ 

и 

а ВВЕДЕНИЕ 

обхо- \ 

о 

а Борьба с инфекционными заболеваниями еще долго 

ь в будет оставаться одной из главных задач человечества. 

толо- Мы убеждаемся в справедливости высказывания Ш. Ни- 
я коля: «Народятся новые, медленно исчезнут некоторые 

не ` старые болезни, а те, которые останутся, не будут иметь 

ледо. ` в точности те формы, под которыми мы их знаем те- 

: перь». И дело не только в возбудителях, обладающих 

яв‘ огромной адаптационной способностью, но также в лю- 

т дях, активно воздействующих на природу и подчас соз- 

Бор дающих условия для возникновения и распространения 

ыы инфекций. ` 

уден: в К числу заболеваний, с которыми долго придется 


считаться человечеству, принадлежит чума. Оснований 
для такого пессимизма несколько: 

1. Существуют многочисленные природные очаги, и 
мы не знаем многих причин возникновения и угасания 
вспышек этой инфекции. Правда, опыт Советского Со- 
юза намечает пути и перспективы борьбы с чумой в ее 
естественных резервациях. К сожалению, подобный 
опыт является уникальным, и не известно, удастся ли 
р его распространить на другие страны и континенты, 
к ведь в каждом конкретном случае надо исходить из 

местных социально-биологических условий. 

2. Чума особенно страшна, когда меняется домини- 
ы рующий механизм передачи и из инфекции кровяной 
она по существу превращается в инфекцию дыхатель- 
ных путей (как это бывает при эпидемиях легочной чу- 
мы). Тогда чума «отрываетсях от своих природных оча- 
А гов и воздействие на механизмы ее передачи резко ос- 

ложняется. 








3 Чумной микроб превосходит по агрессивности. 


многие другие микроорганизмы. 

4. У современной чумы появились новые особен- 
ности. 

Поясним последнее положение. В настоящее время 
при наличии методов лечения сульфаниламидами и ан- 
тибиотиками продление сроков жизни больных до мо- 
мента, когда начинает развиваться активный иммуни- 
тет, не является редкостью даже в случае первичной 
легочной формы. 

В результате этого в течении чумы стала проявлять- 
ся известная цикличность, чего, естественно, нельзя бы- 
ло наблюдать раньше, до внедрения в практику новых 
методов терапии. : 

Одним из следствий цикличности стала склонность 
к рецидивам. Дело в том, что к моменту развития ак 
тивного иммунитета и организации пневмонических фо- 
кусов возникают новые очаги инфекции. Они локализу- 
ются в корневых лимфатических узлах легких, куда ле- 
чебные препараты проникают с трудом. Эти прикорне- 
вые очаги, или «вторичные легочные бубоны», можно 
рассматривать как «пороховые склады»: при отступле- 
нии от схемы лечения или преждевременном его пре- 
кращении могут возникать рецидивы. 

Участились случаи как специфических, так и неспе- 
цифических осложнений. Раньше они наблюдались пре- 
имущественно при затяжном течении бубонной чумы и 
исключительно редко при первичной легочной или септи- 
ческих формах (возможно, просто не успевали раз- 
виться). 

Возросшая роль интоксикации, преодоление которой 
выдвигается на одно из первых мест. Интоксикация 
связана как с интенсивным распадом микробов под 
влиянием лечения сульфаниламидами и антибиотиками, 
так и с наличием у указанных терапевтических средств 
побочных свойств. 

Наконец, возможно появление форм возбудителя, 
устойчивых к лекарственным веществам. В эксперимен- 
те доказана легкость их возникновения. Что касается 
естественных. условий, то такая возможность также 
вполне реальна. 

Все сказанное больше чем когда-либо выдвигает на 
первый план необходимость изучения возбудителя чу- 
мы в различных аспектах и главным образом с позиций 


4 











рам 
шено мало р 
т Вен 1 
ро фиЗИОлОГИ 
(Чень МАЛО, 
Начиная © 50: 
лы то физиологи 
‚Иа их получез 
ЖЕ Началось изу 
хо аарозненных 

































































биохимии и генетики. Только таким путем, возможно, 
удастся в конце концов понять суть вирулентности и, 
что особенно важно, «эпидемической» вирулентности 


чумного микроба. 

Исходя из изложенного, нельзя согласиться с тем, кто 
считает, что «чума перестала быть чумой», а уж если 
она где-нибудь и возникнет, то антибиотики справятся 
с ней. Даже новая история дает много примеров того, 
как безжалостно платила чума за подобное легкомыс- 
лие. Мы не хотим сказать, что современная наука 
не вооружила нас новыми средствами борьбы. Про- 
сто мы предостерегаем от переоценки наших возмож- 
ностей. 

Вопросам эпизоотологии и эпидемиологии чумы по- 
священо немало работ. Нельзя сказать, что и ее возбу- 
дитель изучен плохо (с позиций микробиологии). Од- 
нако о физиологии и генетике Уегзи!а рез $ известно 
очень мало. 

Начиная с 50-х годов накоплены большие материа- 
лы по физиологии возбудителя чумы, причем основная 
. масса их получена в Советском Союзе. Несколько поз- 
же началось изучение и генетики этого микроба. Поми- 
мо разрозненных работ, отрывочные сведения о резуль- 
татах биохимических и генетических исследований воз- 
будителя чумы имеются в монографиях В. М. Туман- 
ского (1958), И. В. Домарадского (1966, 1971), 
И. Л. Мартиневского (1969), РоЙ ег (1954), а также 
в ряде диссертаций, почти не доступных широкому кру- 
гу читателей. 

Книга же Е. М. Губарева и Н. Н. Ивановского «Био- 
химия чумного микроба» даже в момент ее выхода в 
свет (1958) не отражала наших знаний и не была сво- 
бодна от существенных недостатков. 

Потребность в обобщении данных по биохимии и ге- 
нетике чумного микроба особенно велика сейчас, когда 
все мы являемся свидетелями бурного развития моле- 
кулярной биологии. 

‚ Наличие общих закономерностей, свойственных жи- 
вои природе, не освобождает от необходимости подоб- 
ного обобщения. Ведь каждому живому существу 
включая микроорганизмы, присуща своя специфика, 
суть которой можно познать только путем глубокого 
изучения их особенностей и сопоставления этих осо- 
бенностей с общими закономерностями. 








Надо подчеркнуть, что исследование путей обмена 
и генетики чумного микроба в значительной мере от- 
стает от изучения аналогичных вопросов в отношении 
других микробов, особенно непатогенных или условно 
патогенных. Это объясняется главным образом двумя 
причинами. 

Во-первых, такие микробы, как кишечная палочка, 
в силу доступности для любой лаборатории стали «ре- 
ферентными» моделями для выявления общих законо- 
мерностей. 

Во-вторых, с патогенными возбудителями, в частно- 
сти с У. резз, работать труднее из-за опасности лабо- 
раторных заражений и необходимости адаптации слож- 
ных современных методов’ к строгим условиям противо- 
эпидемического режима. 

В основе книги лежат данные, полученные науч- 
ными сотрудниками противочумной системы нашей 
страны. 

Кроме того, широко использованы результаты ис- 
следований зарубежных ученых. Иногда они так тесно 
переплетаются друг с другом, что трудно сказать, кто 
был пионером. И это не удивительно, поскольку преем- 
ственность — основная тенденция в современной науке, 
а идеи «носятся в воздухе». 

Мы стремились к объективному изложению фактов, 
избегая домыслов и натяжек в тех случаях, когда фак- 
тов не хватало. Несмотря на значительные усилия, мы 
все еще далеки от того, чтобы заполнить брешь между 
микробиологией чумы, с одной стороны, и клиникой и 
эпидемиологией — с другой. Многое еще предстоит сде- 
лать, главным образом в области генетики У. резИ$. 
Именно поэтому раздел биохимии представлен гораздо 
полнее. Слабое освещение вопросов, касающихся физи- 
ко-химических свойств возбудителя чумы (раздел на- 
писан по плану, предложенному Е. Э. Бахрах, кото- 
рой авторы выражают искреннюю благодарность),— 
результат того, что они еще остаются для нас фаБи- 
|1а газа. 

Еще одно замечание. В книге «Возбудители пасте- 
реллезов и близких к ним заболеваний» (1971) один из 
нас подчеркивал преждевременность каких бы то ни 
было изменений в систематике и номенклатуре пасте- 
релл. Однако книга была сдана в печать еще ‘осенью 
1968 г. С тех пор в процессе интенсивного сравнитель- 
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ного изучения ряда микробов накопились многочислен- 
ные данные, в том числе и в лаборатории ее автора, 
подтверждающие целесообразность отнесения чумного 
микроба к новому роду — Уегзииа. 

Поэтому в настоящей книге с учетом рекомендации 
Подкомитета по Уегзииа, РазеигеПа, ЕгапсзеЙа при 
Международном комитете по номенклатуре бактерий от 
13 апреля 1972 г. возбудитель чумы именуется Уегзиа 
резИ$. 













Глава 1 


БИОХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 


ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ 


Уегзииа резИз, как и любой другой микроорганизм, 
имеет определенный химический состав, который в со- 
четании с признаками, характерными для каждого мик- 
роба, обусловливает его видовую принадлежность. 

Данные, позволяющие судить о химическом составе 
целых клеток У. резИз, весьма немногочисленны, по- 
скольку специально изучением этого вопроса почти не 
занимались. Сведения о некоторых химических компо- 
нентах У. рез Из, приводимые различными исследовате- 
` лями, отрывочны, иногда противоречивы. Получены они, 

как правило, в процессе выделения и изучения с целью 
практического использования отдельных фракций мик- 
роба (специфических комплексов), обладающих анти- 
тгенными, иммуногенными, аллергенными и другими 
свойствами. ь 

Каждый, кто попытается проанализировать совре- 
менное состояние проблемы химического состава целых 
клеток, встретится с рядом трудностей. С одной сторо- 
ны, следует учитывать значительный разброс результа- 
тов и те факторы, которые на него влияют. Возьмем, 
например, различия в методах анализа. Сплошь и ря- 
дом именно они определяют колебания данных по со- 
держанию отдельных компонентов в клетках одного и 
того же штамма. Нельзя оставлять без внимания и то, 
что исследуемый материал выращивают в неодинаковых 
условиях. Так, например, не всегда возможно регули- 
ровать состав сложных питательных сред. Клетки по- 
разному подготавливают к анализу (отмывают или не 
отмывают, обрабатывают ацетоном или лиофилизируют › 
анод.) 5 

С другой стороны, если со временем и удастся до- 
биться стандартизации методик, условий выращивания 
клеток и подготовки их к опыту, на ‘получаемые данные 
будут оказывать влияние многие другие факторы, ко- 
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торые не всегда удается устранить. Поэтому при ана- 
лизе показателей химического состава трудно опреде- 
лить, являются ли расхождения в опытах различных 
исследователей следствием колебаний в самом химиче- 
ском составе или они — результат погрешностей мето- 
дов. Из изложенного не следует, однако, что мы отри- 
цаем изменения непосредственно в химическом составе 
клеток. Они безусловно имеются и зависят, в частности, 
от происхождения штаммов, возраста клеток, темпов 
их роста и многих других факторов. 










Таблица 1 






Содержание отдельных компонентов клеток штамма ЕУ 
при культивировании его на разных средах 






Бульон из кислот-, 
Агар ного`гидролизата 
Мар- Агар Хоттингера казеина 


Ма1г с сотр. (1966) 
























Компоненты клеток — 525 нз , = 

тт ыы 5 2$ — г. р: = 

= | 59| 83| 8 $ Я 

«> || ме |= 8 8 

|=) В: . & (тм 6: [3 

СЕ | < | Ф53 | <78 Ы ы 

на | Ж=Я | шо® |5 - 5 
Азот 11.28 | 13,84 | 12.44 | 1290| 120 |135 
Белки _ — | 76,61 — 56,0 56,0 
Фосфор 1,13] — 1,54 | 1,36 —- — 
Нуклеиновые кислоты: — | 14,83 | 11,86] 8,18 “— — 
РНК — | 12,90| 8,56| 5,35 11,5 23:5. 
ДНК — 1,88 | 3,30| 2,83 3.9 4,3 
Полисахариды 5,31 | — 2,31| 3,54 9,8 7,4 
Липиды: — 2 3,10| 3,80 — — 
свободные 6:75 = 1,26| 2,00 — — 






связанные р Ра 1,82 1.80 
Фосфор липидов м не ер с 







Первые попытки определить содержание в клетках 
У. рез$ отдельных химических компонентов относятся 
к 20—40-м годам. Среди них нужно отметить работы 
А. И. Быстренина (1940) и Н. Н. Ивановского (1944). 
В дальнейшем было проведено более обстоятельное изу- 
чение химического состава клеток различных штаммов, 
главным образом вакцинного штамма ЕУ. Данные не- 
которых авторов представлены в табл. 1. 

Так как большинство данных об органических ве- 
ществах микробов получают путем анализа продуктов 
















гидролиза бактериальной массы, они = по су- 
ществу лишь содержание фрагментов более сложных 
компонентов клетки, истинное же строение составляю- 
щих микроб веществ еще окончательно не выяснено. 

Белки. Первые сведения о количестве белка в куль- 
туре У. резИз встречаются в работе А. И. Быстренина 
(1940), определившего, что микроб в расчете на сухой 
вес содержит 84,1% белка по азоту. Н. Н. Ивановский 
(1944) справедливо полагает, что действительная вели- 
чина должна быть ниже, так как нельзя весь азот счи- 
тать белковым. Органические азотсодержащие соедине- 
ния, входящие в состав бактериальных клеток, очень 
разнообразны: нуклеотиды, пептиды, аминосахара и 
прочие вещества, обладающие совсем другими свойст- 
вами и выполняющие иные функции, чем белки. По- 
этому по результатам, полученным при определении об- 
щего азота, нельзя судить о природе и количестве азот- 
содержащих соединений каждого типа. 

Н. Н. Ивановский исследовал по фракциям азотсо- 
держащие (методом ван Слейка—Кавета) и фосфор- 
содержащие (методом Суббароу) вещества штамма 
У. рез $, выращенного на агаре Хоттингера при рН 7,1 
и 28° в течение 2 суток. Автор приводит следующие 
результаты анализа воздушно-сухого обезжиренного 
препарата: 13,32% общего ‘азота, 0,73%’ азота гумино- 
о 0,834 аммиака, 7,44%’ моноаминокислот, 
2,04% диаминокислот, 1,68%' пуриновых и пиримидино- 
вых оснований, 1,10% общего фосфора, 0,18%’ липидно- 
го фосфора (в необезжиренном препарате) и 0% не- 
органического. Следовательно, по расчетам Н. Н. Ива- 
новского, У. резИз содержит 72,15%’ белков и 11,11% 
нуклеиновых кислот, при этом в белках значительно 
больше азота моноаминокислот, чем диаминокислот 
(отношение 3,6 : 1). / 

г ее приведенные А. И. Быстрениным и 
о весьма относительны. В на- 

о, что содержание белка (азота) 
в клетках разных штаммов. У. резНз не является вели- 
ЧИНОЙ ЕЕ (В. Г. Акименко, 1955; Е. Э. Бахрах 
а: р 1968), а А. И. Быстренин и 
В НО а с какими штаммами 
О о реанна © к количество общего азота 
аби: новном в клетках штамма ЕУ 
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Приведенные данные позволяют считать, что в клет- 
ках У. резИ$ содержание. белка существенно не отли- 
чается от такового в клетках других бактерий. 

Несмотря на колебания в содержании общего азота 
в разных штаммах У. резИз$, аналогичных различий в 
аминокислотном составе обнаружено не было. 

В. А. Кротовой (1958) с помощью хроматографии 
‚ на бумаге в трех исследованных штаммах У. резИ$ 
(№ 1, 17 и Е\У) были идентифицированы 16 аминокис- 
лот: аспарагиновая, глютаминовая, аргинин, лизин, се- 
рин, треонин, глицин, аланин, валин, лейцин, пролин, 
цистин (цистеин), фенилаланин, триптофан, метионин и 
гистидин. Остались неидентифицированными два веще- 
ства (а на отдельных хроматограммах — три), дающие 
слабоокрашенные относительно небольшие пятна розо- 
вого цвета. Возможно, они являются полипептидами 
или аминокислотами, которые не были определены из- 

за отсутствия свидетелей, или продуктами их разложе- 
ния, образующимися в процессе гидролиза. 

И. А. Кузьмиченко (1967) установила, что аминокис- 
лотный состав бактерий с разной потребностью в каль- 
ции идентичен. В клетках штамма ЕУ и его кальций- 

` независимого варианта с помощью хроматографии вы- 
явлены цистин, лизин, гистидин, аргинин, серин, глицин, 
глютаминовая и аспарагиновая кислоты, треонин, ала- 
нин, пролин, тирозин, метионин, фенилаланин, валин и 
лейцин. Помимо того, с помощью специальной пробы 
был обнаружен триптофан. Отмеченные незначительные 
отличия в аминокислотном составе могли зависеть от 
питательной среды, степени аэрации, возраста культур 
и других факторов, о которых уже говорилось. 

Влияние условий культивирования сказывается не 
только на общем количестве белка в клетках У. рез, 
но и на соотношении его растворимых и нераствори- 
мых компонентов. Так, М. Л. Беккер и А. 3. Куцемаки- 
на (1960) показали, что в вытяжках из клеток, выра- 
щенных в бульоне (при аэрации) или на агаре и обра- 
ботанных последовательно различными экстрагентами, 
определяется неодинаковое количество общего азота 

(табл. 2). 

Содержание растворимых белковых компонентов 
клетки в большой степени зависит и от температуры 
культивирования. Е. Э. Бахрах с сотр. (1964) и 
И. А. Кузьмиченко (1967) показали, что для тех кле- 


И 








Таблица ? ток, которые образуют 





: о: 
Содержание растворимых капсулу при 37°, харак- 
компонентов общего азота при терна повышенная раст- 
различных условиях воримость белков именно 
культивирования клеток г ЕЕ 

изииа № ТУ. рез$ при а тем Е а 
(по материалам М. Л. Беккера ДЛЯ. клеток, ННЫХ 
и А. 3. Куцемакиной, 1960) этой способности, — при 
28°. Поскольку на экст- 
Содержание (в % рагируемость веществ уг- 
общего азота в пре- ® Е # 

И из клеток, леводнои природы тем 
выращенных пература заметно не вли- 

Экстрагент И ЯеТ, можно предполо- 
в бульоне жить, что у бескапсуль- 


при аэра- | на ага ных бактерий нарушает- 
ся клеточная проницае- 
мость, но избирательно 


а — а ли изменя- 
1М_ Мас! 20 31 для белков, или 
0,05М МаоН 30,6 469 ется именно раствори 


мость их компонентов. Ка- 
Примечание. В остатке кле- Чественный хроматогра- 
ток содержалось  соответст- фический анализ белко- 
венно 38,5 и 24,2ф общего вых и углеводных ве- 
ВЕ ществ, легко экстрагиру- 
емых солевым раствором 

из микробов с различной зависимостью от кальция, по- 
казал, что безотносительно к температуре выращивания 
из обеих субкультур У. резНз экстрагируются белки и 
полисахариды, построенные соответственно из одних и 
— аминокислот и сахаров (И. А. Кузьмиченко, 
Нуклеиновые кислоты. М. Л. Беккер (1965) опреде- 
лил, что в клетках У. рез{!з количество нуклеиновых 
кислот уменьшается в процессе старения культуры. Из- 
менение суммарного содержания нуклеиновых кислот 
происходит в основном за счет РНК. Так, количество 
РНК у 24-часовых культур штаммов Е\У и № 17 рав- 
нялось соответственно 21,4 и 249, а У 72-часовых куль- 
тур — 14,2 и 18,9 мкг на 1 млрд. микробных клеток 
Что касается ДНК, то, как правило, колебание коли 
чества ее наблюдается лишь в более ранние сроки вы- 
ращивания У. рез. Однако иногда это происходит 
в поздних фазах роста. Отмеченн 





ые изменения содер- 
с тем, что 
В популяции их 


жания ДНК у У. резНз могут быть связаны 
культуры не являются гомогенными. 
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жатся особи, рост которых в определенных усло- 
содеря т Зи -В ‹ клеток мо- 
виях отстает. Количество ДНК у подобных а 
жет значительно меняться (увеличиваться и УМЕНЕСХВТЬ 
ся) лишь при переходе их в логарифмическую фазу, 
что отражается на содержании ДНК в «суммарной» 
культуре. 
= ая лаборатории В. И. Марченковым (1972) 
показано, что количество ДНК на одну микробную 
клетку У. резМз (логарифмическая фаза развития) в 
популяции, выращенной на бульоне Хоттингера в ста- 
ционарных условиях, составляет 0,827 . 10-1 г. 

Уменьшение содержания нуклеиновых кислот, опять- 
таки за счет РНК, отмечено также в процессе роста 
У. резНз при 37°, который обычно хуже, чем при 28°, 
и сопровождается повышением питательных потребно- 
стей клеток (Е. Э. Бахрах и др., 1963; И. А. Кузьми- 
ченко, 1967; Са@5И е. а., 1967Ь). Температура 37° яв- 
ляется менее благоприятной и в отношении накопления 
растворимых полифосфорных соединений в клетке 
У. резИз (3. Н. Попова, О. И. Полиевитова, 1970). От- 
меченная зависимость, как правило, характерна и для 
других микроорганизмов (А. Е. Белозерский, А. С. Спи- 
рин, 1962, и др.). РНК является наиболее чувствитель- 
ным элементом клетки, почти мгновенно реагирующим 
на изменения окружающих условий. Биологическая сущ- 
ность этого явления понятна, так как с содержанием 
РНК связана скорость белкового синтеза. 

М. Л. Беккер и А. 3. Куцемакина (1960) не отмети- 
ли достоверных различий между содержанием общего 
азота и нуклеиновых кислот в клетках У. резНз, вырос- 
ших на агаровых средах и в бульоне при аэрации: ко- 
личество азота соответственно равнялось 13,84 0,31 и 
14,16=0,32%, содержание нуклеиновых 
15,22=0,92 и 16,27+0,784%. Однако более детальное 
исследование показало существенное влияние условий 
культивирования на растворимость ДНК в различных 
Экстрагентах. Так, при последовательной обработке ими 
сухой бактериальной массы оказалось, что из клеток, 


выращенных на плотных агаровых средах, основная 
масса ДНК извлекается растворами хлорис: 


















































кислот — 
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По мнению авторов, причин, определяющих степень 
экстрагируемости ДНК из бактериальных клеток, куль- 
тивируемых на плотной среде и в бульоне при аэрации, 


может быть несколько: 
Таблица 3 
Растворимость ДНК клеток У. рез $ (в % к сухому 
весу) при различных условиях их культивирования 
(по материалам М. Л. Беккера и А. 3. Куцемакиной, 
1960) 


ЕЕ ик 





Содержание ДНК в препаратах из клеток 
штамма 





Экстрагент 





№1 ЕУ 
агар бульон агар бульон 
0,14М_ Мас! 143 80,4 19,4 53,2 
1М Мас 4,3 11,5 2,4 4,8 
0,05М: МаОН 69,5 81 73.5 42,0 


Примечание. В остатке клеток содержалось соот- 
ветственно 12,2, 0, 47 и 0% ДНК. 


1. Колебания проницаемости оболочки клеток для 
ДНК и дезоксирибонуклеопротеидов. (более плотная 
клеточная оболочка у глубинных культур может быть 
мало проницаемой для таких высокомолекулярных со- 
единений, как ДНК и ДНП). 

2. Различия в активности ферментов, деполимеризу- 
ющих ДНК клеток,— дезоксирибонуклеаз (в этом слу- 
чае приходится предполагать, что ДНК-аза у бактерий, 
выращенных на агаре, более активна, чем у бактерий 
в условиях глубинного культивирования). 

3. Характер комплексообразования белков с ДНК 
(по-видимому, более прочные комплексы ДНК с белка- 
ми у глубинных культур не распадаются под влиянием 
растворов солей, как это имеет место у культур, полу- 
ченных на агаре). 

Состав ДНК в клетках У. резНз подчиняется прави- 


лу Чаргаффа (отношение 


Е близко к единице). 





Показатель специфичности — колеблется в отно- 
— 


сительно небольших пределах — 0,98—1.09 (И. В. До- 
марадский, 1971; В. И. Марченков, 1972). Приведен- 
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ные данные свидетельствуют о том, что ДНК у иссле- 
дованных штаммов принадлежит к слабому АТ-типу, 
те в ее составе несколько больше аденина и тимина, 
чем двух других азотистых оснований. Несколько иной 
коэффициент специфичности (0,91) в опытах Е. М. Гу- 
барева с сотр. (1964), по-видимому, объясняется осо- 
бенностями методики. 

По данным Р. С. Михайловой и М. Л. Беккера 
(1966), не наблюдается заметных различий в нуклео- 
тидном составе ДНК штамма ЕУ и вариантов, полу- 
ченных под действием антисывороток к бактериям из 
семейства кишечных и отличающихся способностью 
ферментировать рамнозу, лактозу и глицерин, а также 
мочевину. Однако М. Л. Беккером (1965) отмечены не- 
большие, но статистически достоверные различия в со 
отношении оснований ДНК у штамов ЕУ и № 1. 

Сведения о коэффициенте специфичности РНК отно- 
сятся только к штамму ЕУ, но они противоречивы. Так, 
Е. М. Губарев с сотр. (1964) указывают, что РНК 


принадлежит к ГЦ-типу (отношение __ =1,16), а 


опыты Р. А. Шахтарина (1966) свидетельствуют в поль- 
зу умеренного АУ-типа. 

В составе ДНК восьми штаммов У. резИ$, в том 
числе и Е\, обнаружен 6-метиламинопурин (В. И. Мар- 
ченков, 1972). При расчете степени корреляции между 
нуклеотидным составом ДНК (Г+Ц) и содержанием 
6-метиламинопурина получен коэффициент 0,167. 

Аналогичные данные о штамме Е\У представлены 
также Б. Ф. Ванюшиным с сотр. (1970); кроме того, 
ими показано, что ДНК У. рез#$, как и других бакте- 
рий, обладает низкой степенью сблоченности. 

Липиды. По данным А. И. Быстренина (1940), ко- 
личество липидов составляет 3,7%. Он же определил 
некоторые физико-химические свойства этих компонен- 
тов У. резНз: температуру плавления (40°), йодное чис- 
ло (27/7—99,6), число омыления (169—188). 

Количество липидов, как и некоторых других компо- 
нентов, зависит от условий культивирования У. рез 
А. И. Кузьмиченко (1967) и В. Д. Егоровой (1967) на 
штамме № 586 и его кальцийзависимом мутанте, штам- 
Е 708 иего авирулентном мутанте показано увеличе- 

оличества липидов в клетках, выращенных при 37° 
По сравнению с клетками, выращенными при 28°. Так, 








15 








ипидов, выраженное в процентах ксу- 
было увеличено в 1,3—3 раза, коли- 
чество свободных липидов — В 2—2,9 раза, количество 
связанных липидов — В 0,8—3 раза. 

В составе липидов У рези выявлены моно-, дИ-, 
триглицериды, микрозиды, свободные жирные кислоты, 
лецитины, кефалины, коламин, серинфосфатид, неиден- 
тифицированный фосфатид, фосфатидные кислоты, ме- 
тиловые эфиры жирных кислот, стерины и стериды от- 
сутствовали (А. В. Мужиченко, 1966; Е. А. Бойкова, 
1967; Е. К. Алимова, Е. А. Бойкова, 1967). 

Среди жирных кислот свободных липидов У. резИз 
обнаружено 8 насыщенных высших жирных кислот, 21 
ненасыщенная и 2 разветвленных. Идентифицированы, 
в частности, пальмитиновая, пальмитолеиновая, мирис- 
тиновая, каприновая, октадеценовая, гептадекаеновая и 
олеиновая кислоты. При исследовании связанных липи- 
дов были выявлены 4 насыщенные, 11 ненасыщенных и 
3 разветвленные жирные кислоты. 

Сравнительное изучение состава жирных кислот в 
свободных и связанных липидах показало не только 
качественные, но и количественные различия (Е. К. Али- 
мова, Е. А. Бойкова, 1967). Если в свободных липидах 
количественно преобладали пальмитиновая (21—40%), 
гептадекаеновая  (12—224') и олеиновая (5—12%) 
жирные кислоты, то в связанных они соответственно 
составляли 92,4, 1,2 и 2,54. Зато в связанных липидах 
обнаружено значительное количество С1зл0 разветвлен- 
ной кислоты (18,9%), 6,9-гексадекадиеновой (15,9%) и 
нонадекадиеновой (16,3%). 

Особенностью состава липидов клеток У. рез$ яв- 
ляется наличие жирных кислот с циклопропановым 
кольцом, а также большого количества разветвленных 
ных жирных кислот (Е. А. Бойкова, 
ен На углеводных компо- 
10%), а - 13 значительно разнятся (2,5— 
плотных питательных с ры р ее 
дается усиленным ее. а т а 
тов, чего ‘ие бывает при 98° а ре компонен- 
И. А. Кузьмиченко, 1967) в. ее 
ращенных на бульонных 6 ВАХ штамма Е\, вы- 
ванных) при 28 и 37°, не те: А ЗУрирС- 

› ло отмечено различий в с0- 
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держании полисахаридных компонентов (Май е. а.., 
1966). Изменение температуры выращивания, как уже 
казывалось, заметно не отражается на количестве эк- 
страгируемых углеводных компонентов из бактериаль- 
ной клетки (Е. Э. Бахрах и др., 1964; И. А. Кузьмичен- 
ко, 1967). 

Изучение моносахаридного состава проводили как В 
целых клетках У. резз, так и в отдельных фракциях, 
выделенных из водно-солевого экстракта и остатка кле- 
ток после их экстрагирования. В результате установлен 
(А. В. Грибоедов, 1969, и др.) значительный набор мо- 
носахаридов, качественно не отличающийся в клетках, 
выросших при 28 и 37°. В. Д. Егоровой (1967) у штам- 
ма Е\, выросшего при 37°, идентифицировано 10 соеди- 
нений: талактоза, глюкозамин, глюкоза, ксилоза, ри- 
боза, арабиноза, рамноза, манноза, альдогептоза, глю- 
куроновая кислота. Помимо того, на хроматограмме 
было отмечено два неидентифицированных пятна с 
большим и малым Ве. Соотношение первых восьми са- 
харов примерно следующее: 100: 20: 10:10:10:1: ЕЕ 
В клетках, выросших при 28°, отмечалось более низ- 
кое содержание галактозы и более высокое глюкозы. 

Несомненно, что у У. резИз, как и прочих бактерий, 
простые углеводы (моно-и дисахариды) и полиозиды 
играют особую роль в структуре клетки, ее обмене и в 
определении специфичности ряда антигенов. 

В настоящее время у У. резМ$ выявлено несколько 
полисахаридных компонентов, различающихся по проч- 
ности связи с клеточными структурами, набору моно- 
сахаридов исерологической специфичности. 5еа! (1951) 
выделил из клеток У. резИз, продуцирующих капсулу, 
легко растворимый полисахарид, ассоциированный с 
поверхностными структурами клетки. В его составе бы- 
ла идентифицирована арабиноза. 

Полисахаридный компонент липополисахарида кле- 
ток У. резИз$ (Ра\ез, 1956) содержит глюкозу, глюко- 
замин и О-глицеро-Г-маногептозу. Он прочно связан с 
клеточными структурами и может быть выделен только 


после разрушения клеток ультразвуком, щелочью или 
фенолом (Е. Э. Бахрах, 1968)1. 


а ы 
: По данным Н. Л. Лосевой с сотр. (1967), липополисахариды 
ие ее экстракцией, содержали до 6—7% азота, 
—5 4 фосфора, 10—28% нуклеиновых кислот, 35—37 у з 
4—8% белка и липиды. : к 


2 Заказ № 6541 17 








Бесспорный интерес представляет полисахарид «ос- 


новного соматического антигена», экстрагированного из 
клеток У. резИз трихлоруксусной кислотой (С. М. Даль- 
вадянц, 1968; Е. Э. Бахрах, В. И. Вейнблат, 1970). По 
данным Е. Э. Бахрах и Т. М. Тараненко (1968), поли- 
сахаридный компонент основного соматического анти- 
гена из глюкозы и глюкозамина. 

А. В. Грибоедов (1969) показал, что в водно-соле- 
вом экстракте и остатке клеток штамма ЕУ содер- 
жится несколько полисахаридов и полисахаридсодержа- 
щих веществ. Автору удалось из фракции, полученной 
при 66—100%'’ насыщении сернокислым аммонием, вы- 
делить полисахарид А, серологически не идентичный 
препаратам, описанным выше. В полисахариде А были 
обнаружены галактоза, глюкоза, манноза, фруктоза, 
ксилоза, а также три неидентифицированных компо- 
нента. - 

Минеральные вещества. В клетках У. рез Из их ни- 
кто не исследовал. Известно лишь, что количество золы 
в высушенных ацетоном клетках составляет 4—6%' 
(В. Д. Егорова, 1967; И. А. Кузьмиченко, 1967). Опи- 
санные компоненты бактериальных клеток — белки, 
нуклеопротеиды, липиды, полисахариды и др.— распреде- 
лены по морфологическим структурам в разных соот- 
ношениях. Однако с такой стороны У. рез$ по сущест- 
ву изучена недостаточно. Можно сослаться лишь на 

Таблица 4 


Химический состав клеток У. рез#$ и их оболочек 
(по Е. П. Ефимцевой, 1968) 


Содержание в % к сухому весу 








п 
В азота | белка | фосфора а ах о 
слот веществ иииНа 
Целые клетки | 9,25 | 58,70 1,54 6,75 7.68 5 
Оболочки 4,48 | 29,74 | 1,01 | 0,018 | 18:30 2,21 


жФм—— 


данные Е. П. Ефимцевой (1968) по определению неко- 
торых химических показателей клеток штамма Е\У и вы: 
деленных из них оболочек (табл. 4). 

Авторы идентифицировали в клеточной оболочке 
У. резИз 11! аминокислот: лизин, аргинин, аспарагино- 
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вую кислоту, глицин, глютаминовую кислоту, треонин, 
аланин, Тирозин, фенилаланин, лейцин, изолейцин — И 
следующие моносахара: гексозамин, галактозу, следы 
глюкозы, арабинозы и рамнозу. 

В клеточных стенках У. резИ$ 8,4%’ липидов (на 
сухой вес), в составе которых обнаружены фосфолипи- 
ды и жирные кислоты, содержащие 10 углеродных ато- 
мов (А. В. Мужиченко, 1966). Липиды, извлеченные 
из стенки, связаны с глюкопептидом, однако связь эта 
непрочна. 

В нашей лаборатории при исследовании химического 
состава мембранных структур клеток У. резИз показа- 
но, что 644’ их сухого веса приходится на белки, 19% 
составляют липиды, 5,8% — углеводы и 1,8% — нуклеи- 
новые кислоты (Е. П. Голубинский и др., 1971а). Сво- 
бодно эсктрагируемые липиды мембран характеризуют- 
ся высоким содержанием неэстерифицированных жир- 
ных кислот — 38,1. На долю фосфолипидов в них 
приходится 37,3%. Основными компонентами фосфолипи- 
дов являются фосфатидилэтаноламин, лизофосфатидил- 
этаноламин, дифосфатидилглицерин и фосфатидилхо- 
лин. В меньшем количестве присутствуют инозинфосфа- 

тиды, фосфатидные кислоты, фосфадилглицерин и дру- 
гие фракции. В составе белка мембранных образова- 
ний обнаружено 10 аминокислот (Е. П. Голубинский 
и др., 1973а). 


ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 


В обычных условиях культивирования клетки У. ре- 
3$ обладают отрицательным зарядом. У клеток, вы- 
росших при 30°и РН 7,0, электрофоретическая подвиж- 
ность соответствует 0,91 мк/сек/В/см. При РН 6,7 и тем- 
пературе около 37° она снижается, что свидетельствует 
об изменении поверхностного заряда (Агопзой, В1еВо\- 
зку-$1отигискЬ 1960). Позже выяснилось, что это явле- 
ние связано с образованием так называемого рН-6-ан- 
тигена (Веп-Ейтайп е. а., 1961). 

Изоэлектрическая точка клеток У. резИз (Е. М. Гу- 
барев и-Н. Н. Ивановский, 1958) лежит в интервале 
РН 4,0—4,4, т. е. в зоне, характерной для грамотрица- 
тельных микробов (изоэлектрические точки грамотри- 
цательных клеток группируются около рн 5,0, а грам- 
положительных — около рН 2). 
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Клетки У. резИз грамотрицательны, однако, по дан. 
ным Е. М. Губарева и Н. Н. Ивановского (1958), в мо. 
лодых культурах они нередко слабо окрашиваются по 
Граму. Авторы объясняют это тем, что молодые клет- 
ки более электроотрицательны, чем взрослые, и изо- 
электрическая точка их протоплазмы смещена в кислую 
сторону по сравнению со старыми. Высокое содержа- 
ние нуклеиновых кислот, свойственное молодым расту- 
щим клеткам, вероятно, объясняет их большую способ- 
ность связывать основные краски, т. е. их повышенную 
базофилию. 

Работы Е. И. Коробковой (1929) и др. показали, что 
рост У. резИз в среде сопровождается восстановлением 
ее компонентов. По данным Е. Э. Бахрах и В. С. Баше- 
вой (1951), на бульоне Мартена при 37° клетки У. ре- 
$Из в первые 4 суток роста снижают окислительно-вос- 
становительный потенциал (гН2) с 25—28 до 8—1. 
Этому соответствует снижение рН среды и увеличение 
количества живых клеток в исследуемой культуре. 
В дальнейшем окислительно-восстановительный потен- 
циал продолжает держаться на низком уровне (гН?2 
7,6—12,0) и лишь на 45-е сутки поднимается почти до 
значения потенциала стерильной среды. Согласно ре- 
зультатам опытов Ф. К. Дроздовской с сотр. (1966), в 
стационарных условиях и при аэрации начало лога- 
рифмической фазы роста клеток У. резИз совпадает с 
максимальным снижением потенциала среды. В течение 
логарифмической фазы развития уровень ЕН изменяет- 
ся незначительно, в стационарной фазе принимает по- 
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специальных транспортных систем. К сожалению, эти 
вопросы до сих пор никем не изучались. 
Проблеме питания У. резз посвящено большое ко- 
личество работ, и во всех без исключения микроб ха- 
рактеризуется как типичный гетеротроф. Способность 
У. резиз фиксировать СО» (Воусе е. а., 1964; ВаиеВ 
е. а., 1964а) не противоречит сказанному, поскольку в 
отсутствии органических веществ она не может обеспе- 
чивать клетку углеродом и энергией. Органические суб- 
страты используются У. резИ$ лишь втех случаях, когда 
они присутствуют в среде в определенной, легкоусваи- 
ваемой форме; полимерные питательные вещества обыч- 
но не потребляются, и только некоторые из них, по-ви- 
димому, могут ассимилироваться после внешнего пере- 
варивания. Зависимость интенсивности роста У. рез{1$ 
от степени расщепления питательных веществ показа- 
на, в частности, на примере белков (Е. Э. Бахрах идр., 
1951, и др.). Возможность же гидролиза полимерных 
субстратов установлена лишь в отношении нуклеино- 
вых кислот и отдельных полисахаридов (гликоген, дек- 
стрин), однако их ‘роль в питании У. рез$ полностью 
не вскрыта (\/оо@\жага, 1944; Е. П. Голубинский, 1965; 
В. Г. Майский, 1968; И. В. Домарадский, 1971). 
Источником углерода и энергии для У. резИ$ в ос- 
новном служат окисляемые ею вещества. К их числу в 
первую очередь относится глюкоза. Глюкоза легко фер- 
ментируется при росте микроба. Скорость ее утилизации 
в покоящихся культурах и интенсивность потребления 
кислорода при этом превышают аналогичные показа- 
тели при распаде подавляющего большинства других 
веществ (Као, 19406; Защег, АД, 1954, 1955а и Б). Об 
эффективности использования глюкозы У. резИ$ можно 
судить хотя бы по результатам опытов Воусе с сотр. 
(1964). За 24 часа роста в жидкой среде при встряхи- 
вании в состав клеток включалось от 23 до 304%’ угле- 
рода (в зависимости от того, присутствовала ли 1-С\- 
или 6-СМ-глюкоза). Наибольшей радиоактивностью от- 
личалась фракция липидов, несколько меньшей — бел- 
ков и нуклеиновых кислот. «Выход» СО. равнялся 25% 
в случае 1-СИ-глюкозы и 4%’ в случае 6-СЧУ-глюкозы. 
Именно поэтому в. синтетические среды для культиви- 
рования У. резИз в качестве основного или единствен- 
ного источника углерода и энергии обычно рекоменду- 
ют вводить глюкозу. Ее же используют и в вакцинном 
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производстве, несмотря на то, что бактерии выращива- 


ют на средах, богатых органическими веществами 
(Ф. К. Дроздовская и др. 1962, и др-). 

Необходимо указать, что глюкоза, как, впрочем, и 
другие углеводы, полнее утилизируется живыми суще- 
ствами в аэробных условиях. Еще одним подтвержде- 
нием общего правила могут служить данные Епе]ез- 
Бего с сотр. (1954), согласно которым в присутствии 
кислорода У. резИз усваивает 58% углерода глюкозы, 
а при анаэробиозе —39%. Очевидно, это связано с 0б- 
разованием в первом случае большего «ассортимента» 
метаболитов, в том числе и менее восстановленных по 
сравнению с лактатом или этанолом — основными про- 
дуктами гликолиза (см. раздел «Метаболизм»). 

Применяя глюкозу для конструирования питатель- 
ных сред, нельзя забывать, однако, о ее отрицательных 
свойствах. При определенных условиях глюкоза ока- 
зывает токсическое действие на вирулентные штаммы 
У. резиз. Кроме того, при 37° и недостатке магния в 
среде токсическое действие на вирулентные клетки ока- 
зывает не только глюкоза, но и арабиноза, фруктоза, 
манноза, глюконат и некоторые другие соединения (Вги- 
БаКег, ЗигеаНа, 1964). Известно также, что у многих 
бактерий, включая У. резз, глюкоза нередко угнетает 
синтез ряда ферментов и замедляет скорость некоторых 
те. (И. В. Домарадский, 1955, и др.). Кроме того, 
и ры в питательной среде накаплива- 
о: количество кислых продуктов, которые 
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езких изменений реакции среды (для практических це- 
лей предпочитают использовать ксилозу). 

Важный, на наш взгляд, вывод следует из работы 
ф. К. Дроздовской с сотр. (1962): добавление глюкозы, 
глюконата и цитрата к аэрируемым культурам У. рез- 
{5 приводит к большему выходу клеток, чем примене- 
ние каждого из них в отдельности. 

Источником энергии и углерода для прототрофных 
штаммов У. рез (Е\У и № 17) служит также рибоза 
(Е. П. Голубинский, И. М. Буравченко, 1967). Нам не 
удалось найти других сведений об использовании ри- 
бозы; известно лишь, что этот углевод окисляется сла- 
бее гексоз (Защег, АЛ, 1955а; Мог оск, 1962). 

Результаты исследования И. В. Домарадского с 
сотр. (1968а) показали способность штаммов, фермен- 
тирующих глицерин, развиваться на синтетических сре- 
дах, где единственными источниками энергии и угле- 
рода служили соответственно глицерин, глицерофосфат 
и 3-фосфоглицериновая кислота. В отличие от этого 
глицериннегативные штаммы росли только в присут- 
ствии фосфоглицериновой кислоты. В дальнейшем было 
выявлено, что 1-СИ-глицерин используется континен- 
тальным штаммом № 17 для синтеза липидов, амино- 
кислот и углеводов, в то время как у океанического 
штамма Е\, который включает значительно меньше ра- 
диоактивного углерода, метка обнаруживается только 
в липидах (Е. П. Голубинский и др., 1972). 

Ответ на вопрос о других источниках углерода для 

У. резИз также был получен в основном с помощью 
изотопного метода. 
_ Уксусная кислота и глицин утилизируются У. реб 
{13 для синтеза липидов, белков и нуклеиновых кислот, 
(И. В. Домарадский, А. Ф. Семенушкина, 1957, 1958). 
Следует отметить, что удельная радиоактивность ука- 
занных компонентов клетки зависит от концентрации 
меченого субстрата в среде. 

Факт ассимиляции уксусной кислоты согласуется с 
данными о функционировании в клетках У. рез\$ цик- 
ла трикарбоновых кислот, являющегося важнейшим 
источником энергии при окислении органических ве- 
ществ. Наличие этого окислительного механизма позво- 
ляет считать, что любое из веществ, входящих в цикл, 
может в свою очередь служить для У. резИз строитель- 
ным и энергетическим материалом. В подтверждение 








Ж х ультаты 
можно привести рез) у 
об ассимиляции сукцината и фумарата и данные не. 


опытов Воусе с сотр. (1964) 


давно начатого исследования Е. ИП. Голубинского и 
Г.Н. Воскобойниковой об использовании У. резИз со- 
лей яблочной, янтарной и молочной кислот (не опуб- 
ликовано). Как показали первые наблюдения, наиболь- 
ший молярный коэффициент роста в условиях искусст- 
венной аэрации на жидкой синтетической среде обус- 
ловливает малат, далее следует сукцинат и лактат '. 
В. Г. Майский (19676) показал включение углерода 
муравьиной кислоты в состав аденина и гуанина нукле- 
иновых кислот У. рез. На интенсивность внедрения 
метки, помимо концентрации муравьиной кислоты, 
влиял состав питательной среды. В синтетической сре- 
де процент использования радиоактивного субстрата 
намного выше, чем в бульоне Хоттингера. Вместе с тем 
в качестве источника энергии или углерода для синте- 
за других веществ, кроме адениловых и гуаниловых 
нуклеотидов, пуриновые основания не используются 
(Е. П. Голубинский, И. М. Буравченко, 1967). 
Включение в различные компоненты клетки угле- 
рода радиоактивной галактозы и арабинозы установ- 
лено Воусе с сотр. (1964). При одинаковых условиях 
культивирования штамма Е\У У. резНз сильнее утили- 
зировался углерод 1-СМ-арабинозы (48,6% от исходно- 
го содержания в питательной среде) и слабее — угле- 
род 1-С\“-галактозы (26%). 
Е. Таким образом, источником углерода и энергии для 
Е может служить довольно широкий круг орга- 
х веществ. В настоящее время, однако, трудно 
сделать обоснованный вывод об энергетической ценно- 
а а месте каждого из них в пита- 
ое к и 
выхода энергии ее ы сравнительных исследованиях 
тельного вещества. рименении того или иного пита- 
Несомненный тео 


ретический и практический 
кий интерес 
еее о У. резз к источникам азота. 

. енная классифи Е 
ет микроорганизмы по азотн А 


ому питанию на аминоав- 


' Интересно, ч 
т & 

НА ых Стены различий в значении перечис- 
рулентного шта роста вакцинного штамма Е\ и высокови- 
мма № 1300 Установить не удалось. 
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тотрофы и аминогетеротрофы. Из-за отсутствия проте- 
олитической активности рост культур У. резИ$ на мясо- 
пептонных средах, как уже говорилось выше, зависит 
от степени расщепления белков и накопления в среде 
аминного азота. Тем не менее сам по себе этот факт 
не является свидетельством потребности У. резИ$ в 
большинстве природных аминокислот и не исключает 
возможности использования наряду с последними дру- 
гих источников азота. 

В настоящее время накоплен большой фактический 
материал о поведении У. резИз$ на средах известного 
химического состава. Именно эти работы вместе с дан- 
ными об обмене аминокислот можно положить в ос- 
нову наших знаний об азотном нитании У. резИ$. 

Первые исследования были предприняты Вао в 
1939 г. (см. И. Л. Мартиневский, 1969). Выясняя зна- 
чение отдельных аминокислот для роста шести виру- 
лентных и четырех авирулентных штаммов на синтети- 
ческой среде, содержащей пролин, аланин, лейцин, глицин, 
фенилаланин, лизин, аргинин и цистин, автор при- 
шел к выводу, что незаменимыми аминокислотами яв- 
ляются только три — фенилаланин, цистин и пролин, в 
то время как глицин относится к числу дополнительных 
факторов роста, оказывающих существенное влияние 
на развитие клеток '. 

Роидогой (1943) при изучении четырех штаммов 
У. рез подтвердил сведения Као в отношении фенил- 
аланина и цистина. Пролин в его опытах оказался не 
обязательным. Важно, что среда Дудорова содержала 
хлористый аммоний, в котором, как считает автор, нуж- 
дается У. рез$. 

На основании опытов с тремя вирулентными и двумя 
авирулентными штаммами У. резИз НегБег (1949) все 
испытанные аминокислоты по их значению для роста 
разделил на четыре группы: 1) не оказывающие влия- 
ния — глицин, аланин, глютаминовая и аспарагиновая 
кислоты, норлейцин, лизин, пролин, оксипролин, тиро- 
зин и триптофан, 2) стимулирующие — серин, метио- 
нин и аргинин, 3) существенные — гистидин и треонин 
и 4) незаменимые — фенилаланин, цистин, лейцин, изо- 
и 

\ Сконструированная Као полусинтетическая х 
ды Поскептасть р а др. не аа И 

тов В НЕЙ ВО о роль отдельных компонен- 
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лейцин и валин. Интересно, что автор не смог добиться 
развития своих штаммов на среде, состоящей только 
из аминокислот четвертой группы. Не удалось ему это 
и на средах Вао и Роидогой. Но нашему мнению, та- 
кое обстоятельство в известной мере могло быть обус- 
ловлено применением Негеге небольших посевных доз 
культур при отсутствии в его среде каких-либо восста- 
новителей. 
Немалый вклад в изучение азотного питания У. рез- 
+з внесли советские ученые. И. В. Домарадский и 
В. А. Иванов (1957) установили, в частности, что 20 
авирулентных и вирулентных штаммов можно выра- 
щивать на синтетической среде при исключении из ее 
первоначального состава (17 аминокислот) моноамино- 
дикарбоновых или диаминомонокарбоновых кислот, ок- 
сиаминокислот, триптофана и пролина, а также на сре- 
дах без гликокола, аланина, валина и норлейцина. Без 
цистина и метионина культивирование У. резз не уда- 
валось. Иная картина отмечалась в присутствии метио- 
нина — У. резИз росла не хуже, чем в исходной синте- 
тической среде. Замена же метионина цистином не всег- 
да достигала цели. В работе впервые обращено внима- 
ние на неодинаковые потребности в аминокислотах 
континентальных и океанических штаммов (последние 
нуждались в тирозине). В конечном итоге И. В. Дома- 
радский и В. А. Иванов пришли к выводу о возмож- 
ности успешного культивирования континентальных 
в - — — на средах, содержащих лишь фенил- 
триптофан. ‚› метионин, серин, треонин, пролин И 
а 
правда, при ОИ = что некоторые штаммы, 
добавлении 0,01%, Е а ольшого числа клеток и 
”-ю крови, способны расти на глюкозо- 


Ми й 
(5 а среде в присутствии фенилаланина 
5), цистина (10 мг%’) и глицина (20 мг%). 


ль : 
а ыы о У. резНз на синтетических средах 

р дается снижением ее вирулентности и им- 
муногенности. В. А. Иванов 


(1959) показал, что среда, 
с , 

т Е 9 аминокислот (фенилаланин, тиро- 
пролин), может с энин, серин, треонин, триптофан и 
нения ирулентности ина использоваться для сохра- 
$3. и и иммуногенности штаммов У. ре- 
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Имеются данные о неодинаковой скорости поглоще- 
ния отдельных аминокислот в процессе роста У. резИз. 
Так, при культивировании в реакторах вакцинного 
штамма ЕУ первыми из среды исчезают глютаминовая 
кислота и серин, затем снижается содержание треони- 
на и пролина (Н. 3. Трофименко и др., 1958). С исчез- 
новением глютаминовой кислоты в культуре уменьша- 
ется количество живых клеток. 

Небезынтересно, что некоторые аминокислоты, необ- 
ходимые для роста У. рез, заменимы ди-и трипепти* 
дами, содержащими в своем составе [.-формы этих со- 
единений (И. Л. Мартиневский, 1969; ЭН, Е1еисШ, 
1959). 

Помимо аминокислот и некоторых пептидов, источ- 
ником азота может служить цитозин, дезаминируемый 
У. резз (Е. П. Голубинский, И. М. Буравченко, 1967). 
В этом случае мы сталкиваемся с использованием 
У. рез $ аммиака, который для прототрофных штаммов 
является единственным (Ю. Г. Сучков и др., 1967; 
И. Л. Мартиневский, 1969; Роцдогой, 1943), а для «ди- 
ких» океанических — весьма существенным (Ю. Г. Суч- 
ков, 1969) источником азота". Значение аммиака для 
питания особенно наглядно показывают такие примеры: 
наличие его в среде может существенно влиять на пот- 
ребность в тех или иных аминокислотах; увеличение 
концентрации аминокислот в среде не компенсирует 
потребности океанических штаммов в неорганическом 
азоте 2. 

Имеются сведения 0б использовании штаммами 
У. рез$ азота мочевины (ВгиБаКег, Зщеп, 1971). 

Говоря об азотном питании, уместно задать вопрос, 
служат ли аминокислоты только «донорами» азота или 
утилизируются так же, как источник углерода и энер- 
гии. На этот вопрос, по-видимому, надо ответить поло- 
жительно, хотя аминокислоты не могут полностью за- 
менить углеводы (И. В. Домарадский, 1955; Рои9о- 
гон, 1943). В чем основная причина незаменимости от- 
дельных аминокислот, сейчас сказать трудно. Дело в 
том, что все они легко дезаминируются прямым или 


ДЕ 2 


ГВ отличие от океанических штаммов глицериннегативные му- 


танты континентальных штаммов обходятся без неорганического 
азота. 


? Хотя У. рез! нередко редуцирует нитраты, они не использу- 
ются в качестве источника азота (Роидогой, 1943). 
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непрямым путем (см. раздел «Метаболизм Следо- 
вательно, можно допустить, что`их роль сводится к обе. 
спечению клеток не столько азотом, сколько углерод- 
ным скелетом, причем такой конфигурации, которую са. 
мостоятельно они воспроизвести не в состоянии. К со- 
жалению, экспериментальными данными для проверки 
указанной гипотезы мы не располагаем. 

Как видно из представленного материала, У. резёз 
относится к числу аминогетеротрофов. Однако степень 
зависимости различных штаммов этого вида бактерий 
от аминокислот выражена неодинаково. На сегодня ус- 
тановлены две причины, обусловливающие характер за- 
висимости, 

Потребность в источниках азота в известной мере 
определяется происхождением штаммов. Впервые это 
было замечено И. В. Домарадским (1955), а затем под- 
тверждено И. Л. Мартиневским (1969), Ю. Г. Сучко- 
вым (1969), И. Л. Мартиневским и В. М. Степановым 
(1972) и др. Не исключено, что в данном случае основ- 
ное значение имеет не географическая область, а вид 
грызуна, из организма которого выделяют микроб. 

Различия между штаммами во многом связаны так- 
же с постоянным наличием в популяции клеток тех или 
иных биохимических мутантов. Число их обычно не 
столь уж велико, но может сильно увеличиваться под 
влиянием неблагоприятных воздействий на культуры. 
Присутствие таких мутантов в популяции клеток У. ре- 
т доказано Роц4огой (1943), ЕпеезЬеге (1952), 

96) аа (1969), Ю. Г. Сучковым с сотр. 

. условий способствует селекции соот- 
ветствующих мутантов, в результате чего культуры в 
Е ЕН Ви в отношении ис- 

› рот, начинают довольЬство- 


ваться единичными аминокислотами и даже обходить- 
ся без них («адаптация»). 


Все изложенное не позволяет рассчитывать на опре- 


о ны аминограммы У. рез и в то же 
а =. почему столь противоречивы ре- 
а, их авторов. Тем не менее некоторые 
ее ты возможны: к эссенциальным амино- 
а Е ы штаммов следует относить фенил- 
цистин) треонин и во многих случаях цистеин (или 
играют такой в изолейцин; другие аминокислоты не 

ажной роли, хотя они безусловно вклю- 
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цаются В общий метаболический фонд и ассимилируются 
клеткой. 

Не следует забывать, что экзогенные аминокислоты 
в определенных условиях могут оказывать отрицатель- 
ное влияние на интенсивность обмена веществ вообще 
и тем самым на скорость размножения и свойства ми- 
кробной культуры. В. М. Степанов (1969), исследуя 
развитие исходного штамма У. резИ$ и его глицин-и 
аргининзависимых мутантов, определил, что аминокис- 
лоты, которые для этих штаммов не являлись незамени- 
мыми, оказывали самое разнообразное действие на их 
рост. Одни из них, стимулируя развитие культуры в 
первых стадиях, затем задерживали его, другие наобо- 
рот. Выраженное ингибирующее влияние оказывали гли- 
цин, серин, валин и норвалин при концентрации более 
| мкг/мл среды. Интересно, что исследуемые варианты 
У. резИз неодинаково реагировали на присутствие тех 
или иных аминокислот. 

Некоторые аминокислоты влияют на морфологию 

_ колоний. И. В. Домарадский (1955) отметил образова- 
ние выраженной периферической зоны у колоний У. ре- 
$ при росте на среде с цистином и особенно с трип- 
тофаном. Аналогичные явления наблюдаются на синте- 
тических средах в присутствии тирозина. Влияние на 
морфологию клеток гликокола описано Е. И. Коробко- 
вой (1960). Как было установлено позднее, оно не вы- 
зывается предшественниками этой — аминокислоты 
(В. И. Вейнблат, 1970). 

Роли витаминов в питании У. резИз посвящен ряд 
работ. Как впервые установил КВао (19405), при 27° 
У. резИз может расти на средах, не содержащих вита- 
минов. Однако, по его данным, некоторые витамины, не 
являясь необходимыми, так или иначе влияют на разви- 
тие клеток. Например, стимулирующее действие на рост 
оказывают козимаза, тиамин и никотиновая кислота, а 
флавин в сочетании с другими витаминами даже тор- 
мозит размножение микроба. Интересно, что козимаза 
И гематин в отличие от никотиновой кислоты и тиамина 
повышали эндогенное дыхание исследованных культур. 

опытах Рои4огоЙ (1943) при 29° п-аминобензой- 
ная, никотиновая, пантотеновая кислоты, биотин, тиа- 
но рибофлавин, пиридоксамин и гематин не оказы- 
ы заметного влияния на рост У. резз. КосКептасНег 
сотр. (1952), используя значительно больший набор 


биотин, рибофлавин, Ари 
витаминов ( ня, фолиевая и п-амино ис. 
пантотенат кале и, тиамин), получили Е а 
лоты, нее руепаиа и Вгуб0о (1970) наблю- 
результаты. 037 в присутствии фолие- 


жЖ оста У. резИ$ 
орможение р г 
аа: Возможно, это связано с 


авленного к среде. 
ным количеством а" ес 
Е ИС Исключение составляют 
т т полевок в Закавказском на- 
жа а анной температуре, помимо не- 
горье, которые и при Д ве Е Не 
которых Е И 
ассовский и др. .) 
О Бри ео как установили НШ и Зригг (1952), и 
вещества становятся необходимыми для на 
роста. Так, применение пантотената кальция и биотина 
позволило исключить 12 из 20 аминокислот, входящих 
в среду Негегё (1949). Значительное улучшение раз- 
вития культур У. рез$ при 36° на синтетической сре 
де, содержащей 13 аминокислот, в присутствии биоти- 
на, тиамина и пантотеновой кислоты наблюдали Ниоием 
и СагШп (1958). Никотинамид в их опытах не обус- 
ловливал подобного действия. Исследуя питание У. рез- 
#з при температурных условиях, характерных для ор- 
ганизмов животных — носителей чумы, Вго\иИо\ и 
У!еззтап (1960) пришли к выводу, что при 36° и выше 
для роста взятых ими четырех штаммов требуется био: 
тин, при 37° — пантотеновая кислота или тиамин, при 
38° — все три витамина (в своей работе Вго\миИо\ и 
\\еззтап использовали синтетическую среду, содержа: 
щую, помимо глюкозы, шесть аминокислот: фенилала- 
нин, метионин, цистеин, изолейцин, валин и треонин)- 
Сходные данные о наборе витаминов, необходимых 
У. резИз, и повышении ее аминокислотных потребностей 
при 37° представлены в работах Вигго\з и сШей 
и В. И. Вейнблат и сотр. (1972). 
ногие ‘иссле 
Жизнедеительноети У ее ЕЮ т. ых 
изводное — гем рез Из играют гематин и его про 
очень Сагп о 19405; НШ, Зригг, 1952; Н:- 
Сей 1966). Из Вгомо\м, \Меззтап, 1960; Вигго\, 
роста Наибольшей сменных Вао (19406) факторов 
тивностью обладал г улирующей развитие У. резИ$ ак- 
возрастала при ематин. Эффективность гематина 
ри его использовании совместно с никоти- 
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новой кислотой и тиамином. Гематин увеличивал и ды- 
хательную активность бактериальных клеток, однако 
по силе этого действия он уступал никотиновой кислоте 
и тиамину- а 

Являясь составной частью гемопротеидов, гемин 
оказывает благоприятное действие на аэробный рост 
уногих микроорганизмов. Механизм этого явления свя- 
зан, по-видимому, с увеличением интенсивности энерге- 
тического обмена за счет участия гемина в образовании 
цитохромов дыхательной цепи клетки, а также с синте- 
зом каталазы, разрушающей образующуюся при аэроб- 
ном развитии токсическую для бактерий перекись во- 
дорода. 

Аналогичное гемину стимулирующее действие на 
рост У. резИз в некоторых условиях могут оказывать 
вещества, участвующие в синтезе порфирина: о-кето- 
тлютаровая и в меньшей мере глютаминовая кислоты. 
Эти соединения, по данным Вго\упо\ и \Меззтап 
(1960), возмещали потребность У. резз в гемине при 
37° культивирования. Уместно напомнить о накоплении 
пигмента колониями вирулентных и некоторых авиру- 
лентных штаммов на среде с гемином. 

Говоря о факторах роста, нельзя оставить без вни- 
мания стимулирующее влияние на У. резИз некоторых 
веществ микробного происхождения, например лизатов 
отдельных видов сарцин. По данным К. С. Карпузиди 
и Л. Н. Макаровской (1956), эти лизаты значительно 
снижают посевную дозу и ускоряют темпы развития 
микробных культур. Установлено, что фракция, полу- 
ченная путем обработки лизата сарцинной «кормилки» 
сначала сульфатом аммония, а затем ацетоном, не теря- 
ет активности до разведения 110% 

Улучшение роста У. резз при добавлении к средам 
0,1% дрожжевого экстракта установлено КоскептасНег 
с сотр. (1952). Нами неоднократно наблюдалось подоб- 
ное явление на синтетических средах, при этом морфо-. 
логия колоний оставалась характерной для У. резИв. 













ой В Способностью улучшать качество казеиновых пита- 
5100 тельных сред, применяемых для выращивания у рез- 
›го И ($, обладают также фильтраты культур кишечной па- 
52; 0%’ лочки, протея, некоторых спороносных микробов и даже 
и ров самой У. резИз (И. Л. Мартиневский, 1969). 
а к Пока трудно судить, с какими компонентами бакте- 


риальных экстрактов и лизатов связана их биологиче- 
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‚вность. По-видимому, не последняя роль вэтом 
принадлежит отдельным метаболитам и 


присутствующим в такого рода пре. 


ская акт! 
отношении 
факторам роста, 
паратах. 


В известной мере «подкормкой» можно объяснить и 


стимулирующий эффект на рост У. ре$$ некоторых ве- 
ществ животного И растительного происхождения 
(И. Л. Мартиневский, 1969; Л. А. Тимофеева, В. Я. Го- 
ловачева, 1969), в частности крови. По мнению Као 
(19405), какие-то компоненты крови участвуют в синте- 
зе дыхательных ферментов. Не исключено, впрочем, что 
они используются У. резИз как источники энергии, азо- 
та и углерода. 

Для нормального развития микроорганизмам необ- 
ходимы так называемые зольные элементы. Потреб- 
ность бактерий в минеральных веществах очень незна- 
чительна. У. резз в этом отношении. не является 
исключением. К числу необходимых ей элементов отно- 
сятся сера, фосфор, калий, кальций, железо, магний, а так- 
же микроэлементы — ванадий, марганец, молибден, ни- 
кель, цинк, йод, бром и др. Многие из перечисленных 
веществ входят в состав важнейших органических сое- 
динений бактериальной протоплазмы, другие необходи- 
мы для стабилизации коллоидов клетки и осуществле- 
ния ферментативных реакций. 

Источниками большинства зольных элементов для 
У: рези могут служить соответствующие соли соляной, 
серной, ортофосфорной, азотной, угольной ‚и ‘других 
кислот. Кроме этого, У. резИз способна использовать 
также серу, фосфор, железо и другие элементы, содер- 
жащиеся в органических веществах. 
а 
к ба. уется У. резИз для образова 
т Ее веществ на У. резз не всег- 
концентрациях ИНК, Важно, какие соли и в каких 
В и небезразличен также исход- 
иСТЕИЕ: с038й_В В среды. Сравнивая влияние хло- 
тили, например, в убарев и Т. Липатова (1930) отме- 
конце нтраций р, т влияние относительно высоких 
ОС а к оке. Мартена 
ЗИЗЫмОВ ин 28° и одного из музейных 
при ОДО : раженными ингибиторами, даже 

в среде менее 8,3 ммоля, являлись 
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Сас, $70 и Ма[. Благоприятное действие на рост 
оказывали МН4*, Ва+т+ и Мп*+, первый начиная со зна- 
чительной концентрации (16,6 ммоля), второй — при 
содержании 1,66 ммоля, третий — 8,3 ммоля и ниже. 
Попутно авторы отметили резко выраженное ингибиру- 
ющее действие [’ даже при их незначительной концен- 
трации и противоположное действие 50”. 

Имеются данные (Ф. К. Дроздовская и др., 1962) 

о неодинаковом влиянии некоторых минеральных ве- 
ществ на рост У. рез в зависимости от наличия в 
среде глюкозы. Так, в ее отсутствие деминерализация 
казеинового бульона с помощью едкого бария не от- 
ражается на величине микробного урожая. Напротив, 
на деминерализованной среде с глюкозой различные со- 
ли (КНРО4, Ми$О4, Мэ50., Ее5О.) значительно улуч- 
шают рост У. резЁз. Стимулирующую роль фосфата в 
указанных условиях авторы объясняют увеличением бу- 
ферной емкости среды и его участием в обмене микро- 
ба; механизм действия остальных солей, к сожалению, 
не обсуждается. 

Л. И. Терентьева (1971) наблюдала стимуляцию ро- 
ста вирулентного и авирулентного штаммов У. резз на 
синтетической среде в присутствии Мо$0О. (200— 
400 мг/л) и сернокислой соли закисного железа 
(60 мг/л). Автор считает целесообразным при приготов- 
лении буферной основы синтетических сред применять 
фосфорнокислые натриевые соли в концентрации М/15. 
По ее данным, из соединений серы сульфат, сульфит и 
тиосульфат увеличивали урожай бактерий. Введение в 
среду сернистого натрия полностью подавляло рост 
культуры. 

Неорганические компоненты среды существенно из- 
меняют пигментацию колоний У. резз$ на средах с ге- 
мином. В связи с этим нужно учитывать соотношение 
Ма/К в питательной среде. Магний и железо также ока- 
зывают влияние на пигментацию колоний. . 

Присутствие минеральных веществ изменяет и фер- 
ментативную активность бактерий (М. А. Тюлембаев, 

.М. Сулейменов, 1969). Например, хлористый натрий 
в 5—10% концентрации, не влияя на выживаемость ми- 
кробных клеток, нарушает их способность ферментиро- 
вать некоторые углеводы. 

Весьма важное значение в питании У. рез Из имеет 
железо. Н!оисВ! и Сайш (1957) наблюдали значитель- 
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У. рез на казеино 


культур Е 
ней от 2,5.10-° до 5:10-4 м 


ное улучшение р: : 
среде при добавлении к 
ее железа. В опытах Л. А. Аваняна и 
Н. Е Губиной (1961) развитие вакцинного штамма 
Е\У на мясо-пептонных средах с повышенным содержа. 
нием железа (50 мг%ф соли Мора) сопровождалось его 
интенсивной утилизацией и повышением каталазной 
активности бактериальных клеток. Среды с указанным 
количеством солей железа не нуждались в добавлении 
других известных стимуляторов роста '. 

Многие исследователи наблюдали улучшение роста 
культур У. резИз при добавлении к плотным питатель- 
ным средам сульфита натрия. 

В дальнейшем было показано, что его действие свя- 
зано с изменением окислительно-восстановительного по- 
тенциала среды. 

Интересный материал о различных потребностях в 
минеральных веществах вирулентных и авирулентных 
штаммов при 37° представлен НиицсВ! с сотр. (1959). 
По их данным, для роста на синтетической среде, со- 
держащей соли магния, вирулентные клетки нуждают- 
ся в присутствии ионов кальция. Авирулентные штаммы 
в этих условиях обходятся без кальция (за исключени- 
ем вакцинного штамма ЕУ). При снижении в среде кон- 
центрации магния до 2,5 ммоля потребность в кальции 
возникает и у авирулентных клеток. Соли стронция и 
цинка могут заменять кальций. Потерю вирулентности 
при 37° предотвращают добавлением 1,2 ммоля бикар- 
боната натрия (Вацей е. а., 1964Ъ). 

. рулентности, в то время как 
магний его стимулирует (Вгиакег, ЗигеаПа, 1964). 





1 
С помощью сернокислого закисного железа авторам удалось 
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Оптимальное образование \-и \-антигенов в среде, 
не содержащей кальция, при 37° наблюдается в присут- 
ствии 20 ммолей хлористого магния. В таких условиях 
не происходит деления вирулентных клеток. Добавле- 
ние 25 ммоля кальция, подавляя синтез этих антиге- 
нов, способствует росту культуры. При 31—32° потреб- 
ность в Са++ исчезает (Л. И. Терентьева, 1971). 

Уапе и ВгиБаКег (1971) высказали предположе- 
ние, что кальций и магний влияют на синтез ДНК, по- 
скольку при культивировании вирулентных клеток в 
Са-дефицитной среде, содержащей ионы магния, при 
37° исчезает способность к включению С\-урацила на 
фоне прекращения размножения клеток. В более позд- 
них работах Уапо, ВтиБакег и др. (см. ВгифаКег, 1972) 
показали, что в этих условиях синтез ДНК останавли- 
вается лишь после окончания ранее начавшегося цикла 
репликации и удвоения ядерной субстанции. Следова- 
тельно, ферментные системы полимеризации ДНК не 
чувствительны к недостатку Са++ при 37°. Видимо, стаз, 
сопровождающийся синтезом У-и \/-антигенов, отража- 
ет блок, который проявляется после окончания хромо- 
сомной репликации, но перед началом инвагинации кле- 
точной стенки и деления. 

Для роста вирулентных штаммов необходим опре- 
деленный баланс между Мо++ и Са++. Интересно, что 
потребность в этих элементах меняется даже при незна- 
чительном повышении температуры от 36 до 37° (@аа- 
ОП е. а., 1967а). 

При обсуждении исследований, посвященных пита- 
нию У. резз, надо иметь в виду следующее. Из-за от- 
сутствия референтных штаммов сплошь да рядом рабо- 
тают со случайно отобранными штаммами, одни из ко- 
торых получают из музеев, другие выделяют из орга- 
низма животных. Значение этого обстоятельства мы 
уже обсуждали, говоря об аминокислотах. Но в не 
меньшей мере оно отражается и на оценке отношения 
У. резИз к другим веществам, например углеводам. 

Опыты ставят в неодинаковых условиях. Такая не- 
стандартность особенно отразилась на результатах изу- 
чения потребности У. рез$ в источниках азота, на ко- 
торую сильно влияют, в частности, наличие в среде 
трио аммония, присутствие углеводов и ана ас- 
Е аминокислот и их количественное соотно- 
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Из числа факторов внешней среды на потребноет, 
У. рез $ в питательных веществах исключительное дей. 
ствие оказывает температура культивирования. Пожа- 
луй, первыми на это обратили особое внимание НИ 
и Зриг (1952). По их данным, при температуре ниже 
39° все использованные штаммы росли на глюкозо-ми- 
неральной среде, содержащей всего пять аминокис- 
лот — фенилаланин, метионин, цистин, валин, изолей- 
цин —и темин. При температуре 36° были необходимы 
еще четыре аминокислоты — аланин, лейцин, серин и 
треонин, а также биотин и пантотеновая кислота (о 
влиянии температуры на потребность в витаминах см. 
выше). Втожмто\ и \еззтап (1960) сообщили, что для 
культивирования многих штаммов при 37° на среде Хи- 
гучи и Карлина (Ниоисв!, СагЦи, 1958) требуется глю- 
тамат или две аминокислоты из трех: аргинин, гисти- 
дин, пролин. По материалам Виггомз и @Шей (1966), 
при 37° У. резИз нуждается еще в треонине, пролине, 
глютамате и опять-таки витаминах; кроме того, благо- 
приятный эффект дает повышенное содержание СО) в 
воздухе. Важно подчеркнуть, что культуры У. резИ$, 
хранившиеся при 37°, теряют способность использовать 
глюкозу. Более подробные данные о влиянии температу- 
ры на вирулентность и другие свойства У. резз со- 
держатся в некоторых разделах настоящей книги, а 
также в монографии И. В. Домарадского (1966). 

‚ Механизм подобного влияния температуры на У. ре- 
$3 (и не только на нее) полностью пока не вскрыт. Не- 
малая роль принадлежит, по-видимому, подавлению ак- 
тивности или образования некоторых энзимов, напри- 

мер аспартазы и фумаразы (Н. В. Коробейник, 1968), 
трансаминазы (Л. С. Оленичева, Г. Т. Атарова, 1969), 
декарбоксилаз (Н. Я. Шиманюк, 1972) и фосфомоно- 
эстеразы. В результате микроб теряет способность к 
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а ее а ВибИМОСти питательных потребностей У. резНз 
тах „оовавг 1943, и др.) имеются и в более ранних рабо- 
процесс Ден В СО. (19676), при 37° нарушается 
отношения ДНК/белок. ^ ‚то сопровождается увеличением 
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ме культивирования (он особенно влияет на потреб- 
ность в углеводах) и составе среды. Оба они, как, впро- 
чем, и температурный фактор, определяют выбор аль- 
тернативных путей обмена, регулируют синтез фермен- 
тов и, что весьма существенно, способствуют селек- 
ции мутантов, приводящей к изменению состава попу- 
ляции. 


Дыхание 


У. резНз является факультативным анаэробом. Та- 
кое заключение основывается на целом ряде известных 
фактов, характеризующих условия ее роста, дыхатель- 
ную активность и содержание ферментов, участвующих 
в переносе электронов. 

У. резз способна существовать в аэробных и ана- 
эробных условиях. Как и большинство микроорганиз- 
мов, в аэробных условиях в качестве конечного акцеп- 
тора водорода она использует кислород, в анаэроб- 
ных — восстанавливает другие вещества. 

Следует, однако, отметить, что отношение У. рез$ 
к кислороду гораздо сложнее, чем кажется на первый 
взгляд. 

Многими авторами отмечено положительное влия- 
ние на рост У. рез 1$ в жидких средах аэробных усло- 
вий, а на твердых средах при небольшой посевной до- 
зе, в отсутствие крови, гемина или восстановителей — 
пониженного атмосферного давления. : 

В жидких средах У. рез{1$ хорошо размножается при 
нормальном напряжении кислорода, соответствующем 
содержанию его в атмосферном воздухе, хотя при аэ- 
рации, осуществляемой путем непрерывного встряхи- 
вания культур или пропускания стерильного воздуха, 
выход микробных клеток увеличивается. Последнее яв- 
ляется следствием насыщения среды кислородом, так 
как встряхивание культур в разреженном пространстве 
или пропускание пузырьков азота не улучшает роста. 
На твердых средах при парциальном давлении кисло- 
рода, превышающем 1%, в отсутствие крови или вос- 
становителей микробы быстро погибают (см. обзор 
И. В. Домарадского, 1958а). Аналогичные данные о по- 
ложительном влиянии пониженного напряжения кисло- 
родом на рост У. резИз$ на твердых синтетических сре- 
дах получены КоскептасНег с сотр. (1952). 
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Так или иначе, но в аэробных условиях небо 
посевные дозы микроба на твердой среде не дают то 
количества колоний, которое получается на жидких сре. 
дах (Негрег, 1949; И. Л. Мартиневский, 1969). 

Причины, обусловливающие различия в поведении 
У. резИз на жидких и твердых средах, в значительной 
мере вскрыты Е. Э. Бахрах. Оптимальный уровень 
окислительно-восстановительного потенциала для на- 
чала роста У. резНз — около 100 мВ при рН 7,1—72 
(Е. Э. Бахрах, Н. И. Шушерова, 1951). Таким обра- 
зом, способность У. рез$ развиваться на искусствен- 
ных средах при прочих равных условиях определяется 
окислительно-восстановительным состоянием среды 
(уровнем ЕН и окислительно-восстановительной емко- 
стью). Для начала роста культуры на твердых средах 
из единичных клеток необходимо добавление восста- 
новителей, например сульфита натрия, или пониженное 
парциальное давление кислорода; при отсутствии ука- 
занных условий требуется значительная посевная доза 
микроба, способная снизить окислительно-восстанови- 
тельный потенциал среды до нужной величины. По дан- 
ным Е. Э. Бахрах и В. С. Башевой (1951), при выра- 
щивании У. резНз$ (штамма ЕУ) на бульоне Хоттинге- 
ра снижение гН_ с 25—28 до 8—11 отмечается через 
24 часа при посеве 108 микробных клеток. При умень- 
шении концентрации посевного материала указанный 
уровень потенциала наблюдается только’ на 9—3-и сут- 

ки, соответственно этому задерживается рост микроба. 


ы процессе развития аэрируемой культуры на бульо- 
не Хоттингера самый низкий уровень окислительно-вос- 


становительного потенциала наблюдается в период ак- 
ри размножения микробных клеток (через 18 ча- 
и прекращения накопления биомассы (че- 
и ее Е повышение потенциала 
ий кая, Л. И. Глушко, 1971). Изменение 
но-восстановительных свойств среды в дан- 
ном случае, по-видимому, связано как с истощением в 
ней легко окисляемых вещ 
гидрогеназной активности 
фазе роста. 
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ным Рики! с сотр. (цит. по И. В. Домарадскому, 1966), 
выращивание микробов на жидкой аэрируемой среде 
при 37° приводит к значительной и скорой потере виру- 
лентности, а вместе с ней и У-антигена. Снижение ви- 
рулентности не имеет места, если бактерии культивиро- 
вать на той же среде при 26° или на плотной среде при 
96 или 37°. Утрата вирулентности в бульонных культу- 
рах при 37° не наблюдается, если начальный рН сре- 
ды довести до 7,8. Важно, что уменьшение напряже- 
ния кислорода может играть роль в поддержании виру- 
лентности У. резИз при 37°. Потери вирулентности при 
37° не наблюдается, если рост У. резИз$ происходит во 
встряхиваемой среде в атмосфере азота или азота с 
14ф двуокисью углерода. Таким образом, жидкие аэри- 
руемые среды не пригодны для культивирования ви- 
рулентных клеток при 37°. Неблагоприятный эффект 
особенно усиливается при наличии в среде глюкозы. 
С другой стороны, уменьшение парциального давления 
кислорода в среде при определенных условиях опять- 
таки способствует сохранению вирулентности У. резИз 
(подробно эти вопросы освещены И. В. Домарадским, 
1966). 

В соответствии со своим типом дыхания У. резИз 
при различном кислородном режиме обусловливает не- 
одинаковую степень окисления используемых ею пи- 
тательных веществ. В свою очередь степень распада 
веществ, по-видимому, определяет требовательность 
микроба к составу питательной среды при росте в аэ- 
робных и анаэробных условиях. Известно, что в отсут- 
ствие кислорода удовлетворительное развитие культур 
У. резИз можно получить лишь на средах, содержащих, 
^ помимо основных источников азота и углерода, акцеп- 
торы водорода и ферментируемые микробом субстраты 
в количестве, намного большем, чем требуется для ро- 
ста в аэробных условиях. 

Интенсивность дыхания не всегда соответствует ско- 
рости размножения У. резз. Например, никотиновая 
кислота и гематин почти в одинаковой мере способству- 
ют ее росту. Вместе с тем наибольшее стимулирующее 
действие на дыхание оказывает никотиновая кислота, 
наименьшее — гематин (Као, 1940Ъ). 

Одним из признаков, отличающих многие анаэроб- 
ные микроорганизмы от аэробных, является наличие у 
последних более сложной ферментной системы, катали- 
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„ошей реакцию между субстратом и акцепи, | 
РУ ЗВ состав этой системы у аэробов, как 
ай менты гемопротеиновой природы: к.“ 
вило, входят ферменть = неко. | 
торые из НИХ СВОЕ р р —_ елственн 
с кислородом. Для Ффакультативных анаэробов хара. 
терно, что конечным акцептором электронов у них щи, 
жет быть не только кислород, но и другие окислители, 
например, нитраты. 

В связи со сказанным интересен факт, характеризу. 
ющий дыхательный аппарат У. рез, а именно его спо. 
собность восстанавливать нитраты (В. М. Туманский, 
1958). Этот признак, помимо того, что он свидетельст- 
вует о наличии у У. рез цитохромов, в какой-то мере 
может служить и указанием на эволюционную древ- 
ность У. резЯз, поскольку «нитратное» дыхание приня- 
то рассматривать как предшествующее «кислородно- 
му». В качестве доноров водорода при восстановлении 
нитратов культурами У. резМз выступают, в частно- 
о и глютамат (И. В. Домарадский и др., 
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определения активности 


#5 Е чобиа восстанавливать $5.05”. Ч ЧО ОНИ ©8ЯЗ 
п езреге и [еуу (1955), исследуя окислительные ЧЕТ, поскольку | 
ферменты штамма А 1122, показали наличие у него эн- РАанИях зна 
зима, имеющего одинаковую полосу поглощения с ге- их Че 
м группы С. Цитохром С, как назвали ВД 
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А 4 
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В нашей лаборатории при дифференциальной спект- 
рофотометрии интактных клеток вакцинных штаммов 
ЕУ, № М и высоковирулентного штамма № 1300 об- 
наружены В-и а-максимумы поглощения (530, 557—560 
и 630 ммк), соответствующие цитохромам Ь,, Биа.. 
На низкотемпературных спектрах максимумы были не- 
сколько обострены и сдвинуты в коротковолновую сто- 
рону. Интересно, что у интактных клеток цитохромы 
находятся в почти полностью восстановленном состоя- 
нии в ТО время как препараты мембран содержат 
окисленные цитохромы (Е. П. Голубинский и др., 
19736). 

При исследовании фотореактивации дыхания У. рез- 
{$5 в атмосфере О, и СО установлено наличие цитохро- 
ма о, который является терминальной оксидазой в це- 
пи переноса электронов, непосредственно реагирующей 
с кислородом. Этим свойством не обладает цитохром 
а›. По количественному содержанию цитохромов У. рез- 
{5 близка к другим гетеротрофным микроорганизмам. 

В отношении локализации цитохромов можно пола- 
гать, что они связаны с мембранными структурами 
клетки, поскольку их удельное содержание в этих об- 
разованиях значительно больше, чем в интактных бак- 
териях. 

И. В. Домарадским с сотр. (19586) исследована де- 
гидрогеназная активность У. резИз по отношению к 
глюкозе и некоторым аминокислотам. Скорость восста- 
новления метиленового синего под влиянием покоящих- 
ся клеток, по данным цитируемых авторов, зависит от 
условий их культивирования. Наибольшая Ффермента- 
тивная активность к исследуемым субстратам наблю- 
далась в культурах, выращенных. на агаре или бульо- 
не с аэрацией. Анаэробные условия культивирования 
приводят к уменьшению дегидрогеназной активности. 
Однако длительное пассирование У. резИз на бульоне 
под маслом сопровождается повышением активности 
дегидрогеназ. Ферментативная активность резко сни- 
жается (или совсем отсутствует) у бактерий, выращен- 
ных на средах, содержащих 1% глюкозы. 

Восстановление метиленового синего катализирует- 
ся и за счет веществ, содержащихся в бульоне Хоттин- 
гера. Основываясь на этом, Е. И. Коробкова и И. В. Ли- 
скина (1963) предложили метод ориентировочного оп- 
ределения вирулентности У. резИ$. Ими при изучении 
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торых были и 


ций медленнее, чем авирулентные. Напротив, В. С. Руд. 
ник и С. П. Меринов (197!а) наблюдали возрастание 
тетразолредуктазной активности клеток в присутствив 
глюкозы после пассажей авирулентных культур У. рез. 
{$ через организм монгольских пищух. Несколько рань- 
ше Эгкап{ап с сотр. (1957), а в 1967 г. В. Н. Сагатов- 
ский и Л. А. Сагатовская не нашли различий в скоро- 
сти дегидрирования вирулентными и авирулентными 
штаммами У. рез$ ряда метаболитов углеводного об- 
мена и цикла трикарбоновых кислот. 

Противоречивость результатов обсуждаемых работ, 
возможно, связана с использованием их авторами раз- 
ных по механизму действия акцепторов водорода (ме- 
тиленовый синий и трифенилтетразолхлорид) и иссле- 
дованием культур, находящихся в неодинаковом физио- 
логическом состоянии. Кроме того, в опытах применя- 
лись разные субстраты. 

Динамика изменения сукцинатдегидрогеназной ак- 
тивности в процессе роста вакцинного штамма ЕУ по- 
казана в работе Родш и Вгусоо (1960). Эти авторы 
аа что в первые 24 часа роста культур при 
та лу ция Формазана не зависит от присутствия в 
ельной среде янтарной кислоты. Соответствующая 
ЕВ клеток появляется к концу первых суток 
оне до 48 часов роста, после чего медлен- 
т я нуля. Такая же закономерность, нос 
при 96°. © времени на 24 часа, наблюдается И 
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вого синего рае ность восстановления метилено- 
$$ коррелир стразола и неотетразола у У. ре- 
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контроля за состоянием культур в вакцинном произ- 


водстве. 

Уместно отметить, что гибель клетки не всегда со- 
провождается денатурацией ее белка. Большинство бак- 
териальных ферментов, в том числе и дегидрогеназы, 
получают после предварительного разрушения клеток. 
Тем не менее эти факты не противоречат вышесказан- 
ному, поскольку определение дегидрогеназной актив- 
ности с помощью метиленового синего и солей тетразо- 
лия характеризует не сам фермент, непосредственно ре- 
агирующий с субстратом, а целый участок дыхательной 
цепи, целостность и ориентация ферментов которого, 
по-видимому, и коррелируют в данном случае с жизне- 
способностью клетки. 

Исследованию бесклеточных препаратов дегидроге- 
наз яблочной, молочной, янтарной кислот, НАД-Но и 
НАДФ-Н, посвящена работа Е. П. Голубинского и 
В. И. Борзенковой (1970). Авторами показано, что сук- 
цинат- и лактатдегидрогеназы прочно связаны с цито- 

плазматической мембраной микробной клетки и не пе- 
реходят в раствор при водно-солевой экстракции. В от: 
личие от этого малатдегидрогеназа является раствори- 
мым ферментом. НАД-Н.- и НАДФ-Н>-диафоразная ак- 
тивность определяется в растворимых и нерастворимых 
фракциях. Важно отметить, что ферменты мембраны 
проявляют свою активность в присутствии 2,6-дихлор- 
фенолиндофенола и совершенно инертны к НАД-и 

НАДФ-кофакторам. Амитал натрия примерно на 50% 

подавляет активность диафораз и лактатдегидрогеназы; 

дегидрогеназа янтарной кислоты не чувствительна к 

нему. 

У. резНз содержит каталазу и пероксидазу. При не- 
изменных условиях ее существования, обычных для ла- 
боратории, величина каталазной и пероксидазной ак- 
тивности является ‘достаточно постоянным признаком. 
Однако, как и в случае с дегидрогеназами, она меня- 
ется с переменой кислородного режима среды. Так, на- 
пример, выращивание штаммов в относительно анаэ- 
робных условиях вызывает уменьшение активности 
каталазы на 43—53%, а пероксидазы — на 86—98%. Оп- 
тимум действия для каталазы наблюдается при нейт- 
ральной реакции среды, для пероксидазы — при щелоч- 
ной (рН 8,2). Скорость реакции разложения перекиси 
водорода в культурах У. резИз прямо пропорциональна 
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концентрации каталазы. Аналогичная зависимость бу. 
ществует и между активностью пероксидазы и концен. 
трацией полифенола или Н2О.. Специфические для всех 
каталаз и пероксидаз ингибиторы подавляют актив- 
ность соответствующих ферментов (М. Н. Джапаридзе, 
1953). Каталаза У. резМз непрочно связана с клеткой 
и легко’ экстрагируется из нее раствором хлористого 
натрия. Количество фермента снижается в_ процессе 
культивирования при 37° и повышается на средах, со- 
держащих железо (Л. А. Аванян, Н. Е. Губина, 1960). 
Интересно и то обстоятельство, что каталазная актив- 
ность у пигментированных вариантов, полученных из 
штамма Е\, выше, чем у ахромогенных. Н. Е. Губина 
и Л. А. Аванян (1971) связывают это явление с луч 
шей способностью пигментированных вариантов усваи- 
вать железо. 

По данным ВоскептасНег (1949), вирулентные 
штаммы У. резН$ обладают большей каталазной ак: 
тивностью, чем авирулентные. М. Н. Джапаридзе (1953) 
и Вигго\мз$ с сотр. (1964) не смогли подтвердить этого 
вывода. 

Несколько позднее В. С. Рудник и С. П. Меринов 
(19716), работая с генетически родственными культура“ 
ми, установили важную, на наш взгляд, закономер- 
Е показали, что каталазная активность У. ре- 
оста ры культур. Если через 18 часов 
ше, чем у р мет Ами. ОН ПаЕОНеВНО- В - 
собность тех >. д ры то в более поздние сроки спо 
водорода снижая Ур Расщеплять -перекись 


кается, а активност 

Н ь каталазы штаммов 
с 

различной вирулентностью нивелируется. - 


Интересно 
отметит : 
довании 36 видо ь, что при сравнительном иссле 


неее и” Оба бактерий (У. резНз, Аего- 
аееИсиз, Вас из аси$ ап@гас!з, Мсгососсиз 1уз0- 
шая каталазная жи ЕзспечсН{а сой и др.) наиболь- 
(Вигго е. а., 1964) ность обнаружена у У. рез 


В настоя 
щее врем 
ного апп в 













































































а мембрана является 
е рой фиксированы окисли- 
ме ферменты. Л. Н. Кац (1966) 


считает, что У. рез 
. рез 
резИ$, как и другие грамотрицательные 





бактерии, имеет трехслойную цитоплазматическую мем- 
брану, образующую инвагинаты типа мазосом. внутрь 
протоплазмы. 

Материалы, полученные недавно в нашем институте 
Е. П. Голубинским с сотр. (19716), полностью подтвер- 
ждают результаты исследований Л. Н. Кац, при этом 
существенных различий в ультратонком строении кле- 
ток вакцинного штамма Е\У и высоковирулентного штам- 
ма № 1300 не найдено. Важной, на наш взгляд, зако- 
номерностью является то, что анаэробные культуры, об- 
ладающие меньшей окислительной активностью по 
сравнению с аэробными, имеют и менее выраженные 
внутренние мембранные образования. Этот факт согла- 
суется с известным положением о локализации дыха- 
тельных ферментов у аэробных бактерий в мезосомах. 

Интересно, что отмытые физиологическим раство- 
ром мембранные структуры У. резИ$, полученные в ре- 
зультате осмотического шока сферопластов, за счет 
НАД-Н., НАДФ-Н. и сукцината восстанавливают фе- 
назинметасульфат, 2,6-дихлорфенолиндофенол и мети- 
леновый синий и значительно хуже переносят водород 
на 2,3,5-трифенилтетразолхлорид и кислород. Интен- 
сивность образования формазана и поглощения кисло- 
рода в этих системах возрастает при добавлении к ним 
водорастворимой фракции клеток У. резИз (Е. П. Голу- 

бинский и др., 1971а). По-видимому, некоторые из 

терминальных оксидаз микроба непрочно связаны 

с цитоплазматической мембраной и легко переходят 

в раствор. 

В мембранных образованиях клетки происходят 
процессы окислительного фосфорилирования. Результа- 
ты исследований Е. П. Голубинского с сотр. (1971в) 
свидетельствуют о том, что субклеточные препараты из 
штаммов Е\У и № 17 У. резИз$ катализируют сопряжен- 
ное с фосфорилированием окисление НАД-Н». Наиболь- 
ший коэффициент Р/О (0,58) обусловливает смесь цито- 
плазматических мембран и растворимых белков клетки. 

Ужно сказать, что система окислительного фосфори- 

лирования У. резМз совмещает в себе типичные черты 

актериального фосфорилирования (с относительно 
низкой эффективностью и отсутствием дыхательного 
контроля) с более сложным механизмом сопряжения 
энергии, характеризующимся разобщающим действием 
4-динитрофенола и чувствительностью к цианидам. 
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рганизации ферментов цепи пе. 
реноса. электронов у У. рез далеко не завершено. Ва. 
а рано делать какие-либо определенные ВЫВОДЫ. Тем 
не менее следует подчеркнуть, что изложенный здесь 
материал вполне укладывается в рамки современных 
представлений о дыхательном аппарате факультативно 
анаэробных микроорганизмов. 


Изучение свойств И 0 


Метаболизм 


Обмен белков. Реакции трансаминирования являют- 
ся центральными реакциями азотного обмена и широко 
распространены в организме животных, у растений и 
микроорганизмов. Что касается У. рез, наличие тран- 
саминирования у нее первоначально доказать не уда- 
лось (И. В. Домарадский, 1955, 1958а). Мы объясняли 
это тем, что в качестве акцептора аминогруппы приме- 
нялась щавелевоуксусная или пировиноградная кисло- 
та. В последующем подобное заключение в отношении 
упомянутых аминоакцепторов нашло подтверждение в 
исследованиях Захепа с сотр. (1957). В нашем инсти- 
туте Л. С. Оленичевой и Г. Т. Атаровой (1967) перенос 
аминогрупп на щавелевоуксусную кислоту удавалось 
обнаружить только качественно. Лишь применение 5а- 
хепа с сотр. (1957) а-кетоглютаровой кислоты как ак- 
цептора аминогрупп показало, что У. резИз не являет- 
ся исключением из общего правила. В их опытах с экК- 
страктами из вирулентных и авирулентных клеток в ро- 
ы . ‚могли выступать Г-изомеры 
нь ИН изолейцина, норлейцина, фенилала- 
ось ыы норвалина, аспарагина иО:- 
аминирования а Е. а 

пиридоксаля бы тмечалась при РН 8,0. Добавление 
ногруппы с те необходимо только для переноса ами- 
пытанных а нина на а-кетоглютарат. Из 14 ядов, ис” 

вторами, наибольшее действие на реакции 


грансаминирования двухвален 
ока 
зывали ионы 


Бол 

чены ра процессы трансаминирования изуУ- 

чие трансаминаз Е и Г.Т. Атаровой (1967). Нали- 

цельными клетками и ими как при работе с 

них (табл. 5). Наибо; рез, так и с экстрактами из 

групп оказались а олее активными донорами амино- 
спартат и аспарагин. Трансаминиро- 
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вание аспарагина сопро- Таблица-5 
вождалось его дезамини- Образование глютаминовой 

рованием, что, по мне- кислоты при переаминировании 
ее Л. 758 Оленичевой И аминокислот с а-кетоглютаратом 


- в экстрактах из клеток У. резИ$ 
Г. Т. Атаровой,  свиде- (по Л. С. Оленичевой, 
тельствует о наличии у Г. Т. Атаровой, 1967) 


1 ас гина- — 
У. рез ь а Глютаминовая ки- 
ЗЫ И. слота (в мкмолях 





Интересно, что в реак- И Е 
ции  трансаминирования ы 
вовлекались такие ами- — ^“" доноры а" 
нокислоты, которые, по а 
нашим данным, не под- ЕЕ 


вергаются прямому дез- 
аминированию и не окис- 





: Аспарагин 3,8 | 3,7 12,1 
ляются У. резИз. Из их Аспарагиновая 3,7 | 3,3 | 2,0 
числа следует выделить кислота 
тгистидин и тирозин, по-  Фенилаланин 2,6 | 2,5 | 1,5 
скольку первый в опытах о г о 
индийских авторов в ре- О т9 | 18 | 12 
акцию с о-кетоглюта- Лейцин 18 | 2,4 | 11 
ратом не вступал во- Метионин И ыы УАЗ 
обще, а второй ‘реагиро- Гистидин 0,9 | 1,5 | 055 
Аланин 0,5 | 1,0 | 0,3 
вал с ним значительно 


слабее, чем в исследова- 
ниях Л. С. Оленичевой. 

О наличии у У. рез\з способности катализировать 
перенос аминогрупи на щавелевоуксусную кислоту го- 
ворилось выше. 

Некоторые свойства аминотрансфераз были изучены 
Л. С. Оленичевой и Г. Т. Атаровой (1967) на примере 
аспартат-аминотрансферазы. Максимальная скорость 
этого фермента при РН 8,0. Скорость реакции между 
аспартатом и а-кетоглютаратом примерно одинакова 
как в фосфатном, так и в вероналовом буфере. При 
разведении препаратов фермента отмечается увеличение 
его удельной активности. Гидроксиламин, семикарба- 
зид и сульфат меди являются ингибиторами Е 
аминотрансферазы. Добавление фосфопиридоксаля г 
диализованным экстрактам из бактерий, хотя и непо 
ностью, восстанавливало активность фермента. 

Исходя из приведенных данных, надо Е 
Образование и распад аминокислот У У. рез Из в ос ет 
ном осуществляются с помощью различных аминотра 
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другими путями, среди которых немалая Роль, по-ви- 
димому, принадлежит прямому дезаминированию и 
аминированию. При этом следует указать, что оценка 
относительного значения прямых и различных непрямых 
механизмов аминирования и дезаминирования в различ- 
ных биологических объектах (в том числе и у У. рез- 
13) требует большой осмотрительности и представляет 
отнюдь не легкую задачу. 

Способность к дезаминированию аминокислот мы 
изучали на четырех авирулентных штаммах — ЕУ, №1, 
17 и 235 (И. В. Домарадский, 1955). Наиболее интен- 
сивное превращение с поглощением кислорода и от- 
щеплением аммиака свойственно глютаминовой кислоте, 
аланину, серину, треонину и пролину. Слабее окис- 
ляются и дезаминируются аспарагиновая кислота, гли- 
кокол, цистеин, валин, норлейцин и фенилаланин (впо- 
следнем случае мы не отмечали накопления аммиака). 
Не подвергаются дезаминированию и не окисляются 
тирозин, триптофан, метионин, гистидин, лейцин и ди- 
аминомонокарбоновые кислоты !. Отсутствие “способно- 
сти к прямому дезаминированию последних аминокис- 
лот было подтверждено результатами специальных ис- 
следований, в ходе которых концентрацию аминокис- 
лот — гистидина, метионина, триптофана и аргинина — 
с с помощью цветных специфических реакций 
в. о . ВЕ 1 
восьми авирулентных ты р еыя Е 

рулентных штаммов дезами 


Е (в порядке интенсивности) серин, глицин, ас- 
| ты и цистеин. По данным же Л. С. Оленичевой и 
‚ Т. Атаровой (1968), 


а под влиянием авирулентных 
= У. рез$ с максимальной скоростью Ван: 
и г ВаВбрТИ орнитин, серин, цистеин, сла- 
1-6: Оленичевой г а ВИ 
наблюдать распа НЕ Атаровой (1967) удавалось 
одной Д гистидина, но только в присутствии 

ИЯ о сунетур штамма ЕУ. 
Е т расхождения результатов всех ука- 
ров, сказать трудно. Причина скорее всего 





1 
В случае окисления ам 


инок б Е 
вание СО., которое скорее в Ве < Наблюдать образо 


с : 
нированием промежуточных его связано с окислительным дезами 
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продуктов метаболизма аминокислот. 


фераз. Однако метаболизм аминокислот может идти и 
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в нестандартизированных условиях постановки опытов. 
Подтверждением служат следующие факты. 

При отсутствии кислорода мы наблюдали дезами- 
нирование только двух аминокислот — аспартата и се- 
рина (сравните с данными Зараг с сотр., 1956); пре- 
врашения глютамата и аланина осуществлялись лишь 
при наличии в среде соответствующих акцепторов во- 
дорода. Не исключено, что больший диапазон дезами- 
нируемых аминокислот в нашем случае по сравнению 
с диапазоном в опытах индийских авторов и Л. С. Оле- 
ничевой и Г. Т. Атаровой был обусловлен проведением 
первых экспериментов в условиях аэрации. 

На дезаминазную активность У. рез{1$ немалое вли- 
яние оказывает среда культивирования. Это положение 
лучше всего иллюстрирует табл. 6. Кроме того, следует 
учитывать, что добавление к средам глюкозы приводит 
к резкому угнетению дезаминирования, причем такое 
действие углевода не связано с изменением рН во время 
роста микроба (И. В. Домарадский, 1955). 

Таблица 6 


Влияние среды на дезаминазную активность некоторых штаммов 
У. резИз (по $араг с сотр., 1956) 








Вирулентный @ Авирулентный № 1 
Среда 
Г-серин глицин Т.-серин глицин 
Е Е ЕВЕ ЕЕ: 
Бульон из казеина, гидроли- 32,21 6,5 64,8 6,8 
зованного трипсином 
Агар из того же бульона 21,1 4,2 22,8 ы 
Бульон из настоя  бычьего 13,3 1,5 40,3 3,9 
сердца 
и из того же бульона а = т >> 
1тател Й й , , ы 
ьный бульон 65 15 591 2.3 


тар из того же бульона 


Е О А 


` Мкг азота аммиака, образованного при дезаминировании. 


Еще одну причину расхождения данных по дезами- 


чированию (и не только по дезаминированию!) мы’ УС- 
Матриваем в том, что обычно различные авторы приме- 
ЧЯЮТ неодинаковые штаммы. Иногда в силу неоднород- 
Ности клеточного состава популяций (см. раздел «Пита- 
Зе при работе с несколькими субкультурами даже 
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одного И того же штамма получают противоречивые ре- 


Г ТЫ. 
У олцествённый интерес представляют данные о вли. 
янии на процесс дезаминирования и на потребление 
кислорода отмытыми клетками У. рез$ добавления к 
одной аминокислоте других, а также глюкозы или про. 
дуктов ее метаболизма (подобная постановка опытов 
имитирует условия, возникающие при росте на синте- 
тических средах). Как установлено (И. В. Домарад- 
ский, 1955), при добавлении к одной аминокислоте дру- 
гой общее потребление кислорода не увеличивается, 
Например, в системе, состоящей из аланина, аспарта- 
та и глютамата, количество потребленного микробами 
кислорода или равно сумме его объемов, приходящих- 
ся на каждую из аминокислот, или несколько меньше. 
Более того, при наличии в среде цистеина в комбина- 
ции с глютаминовой кислотой или пролином наблюда- 
ется значительное снижение потребления кислорода 
клетками. Это особенно заметно в случае использова- 
ния смесей, состоящих из многих компонентов. Здесь 
мы сталкиваемся с явлением, напоминающим антаго- 
низм между аминокислотами в процессе роста микро- 
бов (И. В. Домарадский, В. А. Иванов, 1957). 
Аналогичные результаты получены и при изучении 
динамики образования аммиака. Добавление глюкозы 
к пробам, состоящим из двух или более аминокислот, 
приводит к значительному снижению потребления кис- 
к. и образования аммиака У. резНз (поглощение 
о О ба 
х 0б окисляемости каждого 


из компонентов среды 
отдельно взятог наб- 
людается, если к аспарт ого). То же 


ату, глютамату и ланин 
Е о добавляется ви Воесусния ты 
а и Ряд дополнительных опытов по- 
или продуктов ее м вывод, что в присутствии глюкозы 
ление аминоки 22 метаболизма тормозится полное окис- 
родный скелет оста они дезаминируются, но их угле- 
димому, использоваться незатронутым и может, по-ви- 
ном случае имеется ься для пластических целей. В дан- 
ходит в синтетических са аналогия с тем, что проис- 
глюкозы или при ее бр поскольку в отсутствие 
точником углерода е трудно ассимилируемым ис- 
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Согласно нашим данным, глюкоза не оказывает вли- 
яния только на окисление смеси аминокислот, состоя- 
щей из цистеина, пролина и фенилаланина. Очевидно 
это объясняется своеобразием механизма превращения 
цистеина и пролина. 

Дезаминирование аминокислот происходит под вли- 
янием не только цельных клеток, но и экстрактов из них 
(Л. С. Оленичева, Г. Т. Атарова, 1968), однако погло- 
щения кислорода при этом не отмечается. 

Оптимальные условия дезаминирования аминокис- 
лот У. резИз, по Заваг с сотр. (1956), 37° и рН 7,0—7,5; 
в опытах Л. С. Оленичевой и Г. Т. Атаровой в случае 
аланина оптимум наблюдался при РН 7,4—8,0. 

Изониазид, гидроксиламин, аминогуанидин и арсе- 
нит в той или иной мере тормозят процесс дезамини- 
рования (И. В. Домарадский, 1955; Л. С. Оленичева, 
Г. Т. Атарова, 1968). 

Переходим к вопросу о декарбоксилировании ами- 





ислорода : 

тольЗова- нокислот У. резИз. Наличие декарбоксилаз аминокис- 

‚в. Эдеь лот у У. резИз установлено совсем недавно (Н. Я. Ши- 

‚> антаго- манюк, 1972). Ранее мы считали (И. В. Домарадский, 

—- 1955, 19586), что этот микроб не декарбоксилирует 
аминокислоты. 


Все испытанные штаммы У. резМз образуют декар- 
боксилазу аргинина, а некоторые из них — также ги- 
стидина. Как и у других микробов, активность декар- 
боксилаз зависит от условий культивирования 
(Н. Я. Шиманюк, 1972). Лучшей средой для образо- 
вания декарбоксилаз У. резз является 1,5%' агар Хот- 
тингера с 1% кукурузного экстракта и РН ТИ, а =. 
тимальной температурой — 26—28”; при 37° декарбо- 


ксилазы продуцируются слабо. Максимальное а 
ксилирование аргинина и гистидина происходит 5 
: . и РН 4,6 и 5,0 соот- 


татном буфере с ионной силой 0,1 


ветственно. ь Е 

Судьба аминов, образуемых У. резИз, пока Бе" 
на. Возможно, что они могут окисляться дИмо т 
дазами или вступать в реакции трансаминирова, а 
Выяснена также роль этих аминов В патогенезе чумы. 


отдельных 
имся на обмене 
еперь подробнее останов на ликарбоновых, по- 


аминокислот. Начнем с моноами к 
скольку их основная роль вряд ли вызывае = 
О сомнения. Как уже указывалось, Пол“ подвер- 
ИЗУченных нами штаммов аспарагиновая кисл 
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гается дезаминированию в аэробных И анаэробных ус. 
повиях, что натолкнуло на мысль об образовании У, ре. 


3 аспартат-аммиак-лиазы 


марадский, Н. В. Коробейник, 1967; Н. В. Коробейник, 
1968). 

Прежде всего установлено, что аспартазу образуют 
далеко не все штаммы. Обычно ее удавалось обнару- 
жить у авирулентных штаммов — № 1, 17, ЕУ-486, 
№ 1340 и ЖВЬ, в то время как в опытах с вирулентны- 
ми штаммами — № 773, 1204, 1205, 1206, 1210, 12И, 
1230, 1300 и 1565 — получались отрицательные резуль- 
таты. Из этого был сделан предположительный вывод 
об обратной связи между образованием аспартазы и 
вирулентностью У. рез{15. Однако в последующем от та- 
кого вывода пришлось отказаться, поскольку аспарта- 
за не была обнаружена и у нескольких авирулентных 
штаммов (№ 1190, 1230-А, Т$, № 154 и ЕУ-76б). 

Кроме того, выяснилась еще одна очень важная 
деталь, а именно резкое снижение активности аспарта- 
зы при изменении температуры культивирования от 28 
до 37°. При этом аспартатпозитивные штаммы феноти- 
пически превращаются в аспартатнегативные. Влияние 
температуры выращивания особенно отражается на 
способности У. рез{1$ синтезировать аспартат из яблоч- 
ной кислоты. 

и о м 

римерно в 50 раз. Полученный 
Е оказался свободным от фумаразы, аспараги- 
а о РИО, Оптимум действия фер- 
Ре ри РН 7,0—8,0 и ионной силе от 0,025 до 

г; ратурный оп 
40°. Добавление 
иодацетамида и м 
щих аспартазу, 


аспартата; Кеа=3,8. 10-2. 
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(аспартаза). Соответствую. 
щие опыты подтвердили это (И. В. Домарадский, 1955). 
В дальнейшем свойства аспартазы были подробно изу. 
чены Н. В. Коробейник при нашем участии (И. В. До- 


ры а аарьмиринны кан финны 3 
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Образование аспартата протекает по типу реакции пер- 
вого порядка. Константа Михаэлиса при изменении кон- 
центрации фумарата — одного из компонентов реак- 
ции — составляет 4,8.10-3 моля, а хлористого аммо- 
ния — второго компонента — 7,0.10-3 моля. Оптималь- 
ное молярное соотношение фумарата-и аммония при об- 
разовании аспартата у. резНз —1:3 (Н. В. Коробей- 
ник, И. В. Домарадский, 1968). 

Не исключено, что у штаммов У. рез\з, образующих 
аспартазу, этот фермент имеет большое значение для 
ассимиляции аммиака. Однако, поскольку большинство 
штаммов У. резз аспартазу не образуют, а в процессе 
культивирования при 37° даже аспартатпозитивные 
штаммы становятся негативными, надо думать, что ас- 
партазный путь усвоения аммиака является далеко не 
главным. 

При обсуждении вопроса об ассимиляции аммиака с 
помощью аспартазы следует учитывать данные Вгиба- 
Кег и ЭШеп (1971), свидетельствующие о репрессии ас- 
партазной и трансгидрогеназной систем у чумного мик- 
роба в присутствии ионов МН. Указанное явление, 
по мнению авторов, связано также с биосинтезом глю- 
тамина. 

Метаболизм глютаминовой кислоты изучали в нашей 
лаборатории Л. С. Оленичева и Г. Т. Атарова (1969). 
Для исследования они использовали как гомогенаты, 
так и экстракты из клеток авирулентных штаммов 
У. резиз (№ 1, ЕМ, № 17, 556, 1340, 1901, 1190, 154 и 
19), из которых часть обладала способностью проду- 
цировать аспартазу. О синтезе глютамата ‘авторы су- 
дили по результатам хроматографии на бумаге проб с 
а-кетоглютаратом и хлористым аммонием после инку- 
бации их при 37°. В итоге было установлено, что все 
испытанные штаммы образуют глютамат. Как показа- 
ли дальнейшие исследования, в процессе восстановле- 

ния а-кетоглютарата принимает участие НАДФ-Н. (но 
не НАД-Н.), что послужило поводом для заключения 
о наличии у У. резиз НАДФ-зависимой глютаматдегид- 
рогеназы. Небезынтересно, что в экстрактах из клеток 
Обратная реакция — дегидрирование глютамата — хотя 
и наблюдалась, но протекала крайне медленно- 

Обращает на себя внимание факт снижения интен- 
сивности синтеза глютамата при культивировании У. ре- 
#3 при температуре 37° (Л. С. Оленичева и др. 1969). 
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На основании всего сказанного, а также результатов 
опытов по трансаминированию Л. С. Оленичева и 
Г. Т. Атарова сделали следующие предположительные 
выводы: 

1. У, резИ$ содержит две глютаматдегидрогеназы — 
растворимую и связанную со структурой клеток. 

2. Фермент, связанный со структурой, катализирует 
как синтез, так и распад глютамата. 

3. Растворимая глютаматдегидрогеназа обеспечива- 
ет лишь синтез глютамата, а распад его осуществляется 
непрямым путем за счет переноса аминогруппы на ща- 
велевоуксусную кислоту. 

В общем с выводами Л. С. Оленичевой и Г. Т. Ата- 
ровой можно согласиться и признать, что фиксация 
аммиака. У. резИз происходит в основном за счет дей- 
ствия глютаматдегидрогеназы, хотя не все еще здесь 
ясно. Но вторую часть последнего вывода принять нель- 
зя главным образом потому, что процесс трансаминиро- 
вания глютамата у аспартатнегативных штаммов не 

может приводить к освобождению аммиака. Что каса- 
ется вопроса о путях обмена аспарагиновой кислоты у 
штаммов, лишенных аспартазы, то в этом случае следу- 
ет допустить наличие непрямых механизмов, особенно 
при распаде аспартата. Имеющиеся факты позволяют 
постулировать следующую цепь реакций: з 


аспартат-- “-кетоглютарат=щавелевоуксусная 
мат, 


кислота глюта- 


глютамат=аммиак-- &-кетоглютарат, 
щавелевоуксусная кислота=СО›-+Н?2О. 


В сумме указанные реакции выглядят как прямое 
окисление аспарагиновой кислоты. К сожалению, по- 
добный механизм пока применим лишь для объясне- 
ния окисления аспартата цельными клетками: 

Основными источниками а-кетоглютаровой и щаве- 
левоуксусной кислот для У, резИз, как и для других ор- 
ганизмов, по-видимому, являются окисляемые углево- 
ды. В пользу этого говорят результаты наших опытов 
с ацетатом, меченным по углероду карбоксильной груп- 
пы (И. В. Домарадский, А. Ф. Семенушкина, 1958). 
После выращивания на среде с СН.СМООН около 45%' 
всей радиоактивности белковой фракции бактерий было 
обнаружено в составе моноаминодикарбоновых кислот 
причем концентрация С! в глютамате оказалась при- 
мерно на '/з3 выше, чем в аспарагиновой кислоте. 
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Из числа других аминокислот на сегодняшний день 
лучше всего изучен оомен трех: цистеина, серина игли- 
кокола. 

В присутствии цистеина потребление кислорода: 
У. резй$ происходит в широком диапазоне значения 
РН (от 5,5 в фосфатном до 9,0 в боратном буфере) и 
резко снижается при наличии в среде арсенита натрия 
или 2,4-динитрофенола; последний угнетает также эн- 
догенное дыхание клеток. Десульфирование цистеина 
осуществляется как в аэробных, так и в анаэробных 
условиях. 

Культивирование У. рез#$ на средах с повышенным 
содержанием цистеина сопровождается увеличением 
активности фермента, катализирующего распад этой 
аминокислоты. 

Помимо сероводорода, продуктами распада цистеи- 
на являются аммиак и пировиноградная кислота. Пос- 
ледняя легко улавливается при работе с убитыми то- 
луолом бактериями или ацетоновыми препаратами кле- 
ток (И. В. Домарадский, В. Д. Егорова, 1959). 

На основании этого напрашивается вывод о нали- 
чии у У. резИз цистеиндесульфгидразы, действие кото- 
рой обратимо. В пользу сказанного свидетельствует 
также способность прототрофных мутантов синтезиро- 
вать цистеин 4е поуо. Источниками серы при образо- 
вании цистеина, по мнению Роидогой (1943) и Еп]ез- 
его (1952), могут служить сульфиты, тиосульфаты и 
сульфиды. В нашей лаборатории аспирант В.В. Король 
показал, что в определенных условиях У. рез$ ассими- 
лирует и сульфаты. В его опытах с метионинзависи- 
мым ауксотрофным штаммом Е\У метка $%-сульфата 
Обнаруживалась в цистеине. Более восстановленные фор- 
Мы неорганической серы практически подавляли вклю- 
чение Ма›5350,. Аналогичный эффект обусловливает ци- 
стеинсульфиновая кислота. Соответствующую цель реак- 
ций можно представить так: сульфат--сульфит>тиосуль- 
фат->сульфид->цистеин. В синтезе цистеина, ны. 
ом, также участвует и цистеинсульфиновая кисло 
.В. Король и др., 1973). 

енее О и 9) заимопревращении а 
и метионина. Как показано Епо1езреге (1952) — о 
по питанию, цистеин не заменяет метионин. то 
Время потребности в метионине удовл 
тионином и гомоцистеином. Из этого 


етворяются циста- 
вытекает, что ци- 
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евращаться в метионин из-за неспо. 
собности микроба катализировать реакцию цистеин- 
ИСТИНЕ С другой стороны, И. В. Домарадский 
(1957) при выращивании у. резМз на среде с $3%-ци. 
стеином обнаружил в составе белков клеток радиомети- 


стеин не может пр 


ее по данным Шоцдогой (1943), ЕпезЬего 
(1959) и И. В. Домарадского (1957), метионин в ци- 


стеин не превращается. По мнению ЕпезЬега, это 
связано с блоком на этапе цистатионин—цистеин. Из 
опытов же Пои4огоЙ следует, что метионин не перехо- 
дит в цистеин из-за необратимости реакции гомоци- 
стеин->метионин. И тем не менее нельзя было полно- 
стью исключить возможность превращения метионина 
в цистеин. Иначе чем еще объяснить рост некоторых 
диких штаммов и метионинзависимых мутантов У. рез- 
{$ на средах без цистеина (И. В. Домарадский, 1955; 
Ю. Г. Сучков и др., 1967)? 

Позднее И. В. Ряпис с сотр. (1971а), анализируя пи- 
тательные потребности мутантов, зависимых от серусо- 
держащих аминокислот, пришли к выводу, что прото- 
трофные варианты У. резИз катализируют реакции в 
обоих направлениях: цистеин — цистатионин — гомоцис- 
теин — метионин. 

Эти данные подтверждены В. В. 
помощью радиометионина им 
форм серы. Им же в аналогичи 
в отличие от протот 
ма ЕУ нарушены п 
взаимопревращения 
Е 
-- о данным Ге\ше с сотр. (1954), отмытые суспен- 


к У. резМз окис 
ляют С т 
если используется ПОТ.-се! только Г-изомер серина; 


Король (1973) с 
еченых неорганических 
ых опытах показано, что 
рофного варианта у исходного штам- 
рямая и обратная реакции процесса 
цистеина и метионина в стадии ци- 
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ко при соблюдении условий, препятствующих ее окис- 
лению (при наличии в среде арсенита натрия и при 
рН 9,1). Максимальное потребление кислорода в при- 
сутствий ‘серина имеет место при РН 6,8. 

В процессе роста У. рез $ в аэробных условиях или 
под влиянием суспензий покоящихся клеток гликокол 
окисляется с образованием аммиака и углекислоты: 


СНМН.СООН-1150,=2С0,-+ МН -+Н.О. 


У. резИз также способна утилизировать гликокол при 
росте на таких сложных средах, какими являются пе- 
ревары Хоттингера. При этом радиоактивный углерод 
гликокола используется, по-видимому, для синтеза раз- 
нообразных компонентов протоплазмы’ клетки. В част- 
ности, наличие С! показано в составе белков микро- 
ба. Превращение гликокола в другие аминокислоты с 
достоверностью установить не удалось. Особенно инте- 
ресно, что способностью утилизировать гликокол обла- 
дают не только растущие или покоящиеся клетки, нои 
их суспензии, обработанные ацетоном. Однако в про- 
цессе роста микроба на сложных синтетических средах 
возможность использования им гликокола ограничена; 
0б этом можно судить по тому, что присутствие в сре- 
де легкоусваиваемых источников углерода и азота по- 
давляет внедрение СМ (из гликокола) в клетку 
(И. В. Домарадский, А. Ф. Семенушкина, 1957). 
Определенный прогресс в изучении обмена амино- 
кислот недавно был достигнут благодаря успехам гене- 
тики. Основная заслуга в этом принадлежит Ю. Г. Суч- 
кову. Занимаясь исследованием влияния мутагенов на 
У. резНз, Ю. Г. Сучков с сотр. (19716) получили ряд 
мутантов, обладающих блоком в различных звеньях це- 
пи синтеза отдельных аминокислот и других соедине- 
ний. В итоге ему удалось расшифровать пути синтеза 
аргинина, триптофана и пролина. Е 
Согласно его данным, синтез У. резИ$ 
аминокислот может быть представлен следующими схе- 
мами: 
орнитин-+цитруллин-=аргинин ', 


аспартат->глютамат->пролин, 
антраниловая кислота-—индол-—индо 


ЕР 


1 
же Существование этих этапов образов 
НО тестом синтрофизма (Ю. Г. Сучков и др» 


указанных 


л- серин-триптофан. 


ания аргинина подтвер- 
19716). 
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На основании анализа схем напрашивается вы) 


о том. что метаболизм аргинина; пролина и триптофа. 
на у У. рез\з не составляет исключения из общегопра. 
вила. Правда, у некоторых других организмов пролиу 
является необходимым предшественником  орнитина, 
Впрочем, данные Ю. Г. Сучкова нельзя рассматривать 
как окончательные. В частности, предстоит еще дока- 
зать наличие у У. резИз ферментов, принимающих уча. 
стие в соответствующих синтезах, и решить вопрос о 
механизме распада всех компонентов описанных ре- 
акций. 

В связи с этим уместно напомнить такие факты из 
физиологии У. рез: 

1. Реакция превращения аспартата в глютамат яв- 
ляется обратимой и осуществляется за счет транс: 
аминаз. 

2. Аргинин и триптофан относятся к числу недез- 
аминируемых аминокислот, однако они вступают в ре 
акции трансаминирования, а аргинин к тому же и де 
карбоксилируется. 

3. Индол обычно не образуется, 
ствует фермент триптофаназа. 

4. Пролин легко окисляется и дезаминируется, а 
орнитин дезаминируется с образованием аспартата, 
глютамата и, вероятно, пирролидонкарбоновой кисло“ 
ты — ближайшего предшественника пролина (Л. С. Оле 
ве, Г. Т. Атарова, 1968). р 

заключение необходимо казать, что проблема 
и О ветра о 
следние годы, по-прежнему 


далека от окончат 9 
ельного ем 
желательно боль разрешения. В дальнейш 


ношения между е. внимания уделять выяснению с00Т° 
превращения от пы и непрямыми механизмами 
всего нужно оп е льных аминокислот, для чего прежде 
-и  аминокисиоы Образует ли У. резз оксидазы 
чать судьбу отдельь Кроме того, следует глубже изу” 
ния одной амин ных аминокислот и пути превраше- 
кислоты в другую, шире применяя для 

ые мутанты. В том, что взаимопревра- 


поскольку отсут“ 


В. . 
наряду с а феномена синтрофизма, который 
ности) может обесп к прототрофности (или мейотроф- 

ечивать переживание ауксотрофных 
58 
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1 Мообиаг, 
ктракты из НИХ 
увать дрожжевм 
нортаническог 

и чать РЫК | 
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штаммов на «голодных» с 
1970). 

Обмен. нуклеиновых кислот. В последние годы резко 
возрос интерес к нуклеиновым кислотам. Причину та- 
кого интереса вряд ли надо объяснять. Отразилось это 
и на изучении обмена нуклеиновых кислот у У. резН5 
Прежде всего привлек к себе внимание вопрос о пу- 
тях распада нуклеиновых кислот и входящих в их со- 
став компонентов. 

Поскольку расщепление нуклеиновых кислот начина- 
ется с действия нуклеаз, следовало выяснить, образует 
ли У. резИз$ указанные ферменты. Соответствующие 
опыты, проведенные \\оой\жага (1944), позволили в 
принципе положительно ответить на этот вопрос. Как 
установил \оо4\уаг4, живые и убитые клетки У. рез 
или экстракты из них обладают способностью деполи- 
меризовать дрожжевую РНК практически без освобож- 
дения неорганического фосфора. В процессе деполиме- 
ризации часть РНК распадается до тетрануклеотидов: 
кроме того, образуется небольшое количество монону- 
клеотидов. Фермент У. рез, осуществляющий разрыв 
фосфорно-диэфирных связей в молекуле РНК, относи- 
тельно термостабилен. При нагревании его способность 
вызывать деполимеризацию РНК лучше всего сохраня- 
ется при рН 6,5, а «тетрануклеотидазная» и «моно- 
Нуклеотидазная» активность —при РН 7,6. Более де- 
тально нуклеазная активность У. рез не изучена 
до сих пор. 

Из работ, которые могут представлять а: 
этом плане, следует указать на исследования Е. П. Го- 
лубинского с сотр. (1970) и Л. В. Линниковой Е 

1971) о наличии и свойствах фосфомоноэстераз Е 
95. Изучив более 20 музейных штаммов и их Е 
а выявили, что большинство ат = 

, 
ть нь Е ме Фосфатазная ак- 
ТИВНОСТЬ . ы овий культивирования, она зна” 
чЧител зависит от усл ературе 37° и. в присут- 

о Е В ыы При цитохимическом 
т неорганического фосфора. 11 фосфатазы с по- 

Следовании АТФ-азы и щелочной тативных цент- 

ЪЮ окраски соответствующих фермен 


Редах (С. А. Лебе 


вание гра- 
с СоМОз мы постоянно наблюдали ее в их ци- 
т.о Кобальта на клеточной стенке бактер 
плазме. 8 


дева и др,, 














































В последующих работах о а 

ь азотистым основаниям. 10 данн 1га с сот 
1960). авирулентные и вирулентные штаммы У. резв 
езаминируют цитидин и цитидиловую кислоту в 
и итозин. Пуриновые основания — аденин п 
А = как и их производные — нуклеозиды и 
р. если и дезаминируются, то очень слабо! 
По’ отношению к дезаминируемым соединениям сущест. 
венных различий между штаммами установить не уда- 
лось. Так, количество азота, образованного за счет ци. 
тидина, в случае вирулентных штаммов Ее от 
13 до 22 мкг, а в случае авирулентных — от до 
21,2 мкг. При использовании ЦИТИДИЛОВОЙ и 
личество найденного азота варьировало от 2,5 до 9,5 и 
от З до 8,5 мкг соответственно. Не удалось также уста- 
новить какого-либо влияния среды культивирования на 
способность У. резИз дезаминировать азотистые основа- 
ния и их производные. Это представляет о 
интерес, так как на многие другие свойства У. рези$ 
среда культивирования оказывает весьма заметный 
эффект. В то же время в анаэробных условиях дез- 
аминирование цитидина и цитидиловой кислоты проте- 


кало несколько слабее, чем в аэробных. Оптимум т 
аминирования цитидина и цитидиловой кислоты бь 
найден при рН 70. Изм 


енение рН от 7,0 до 8,0 я 
жало скорость реакции в среднем на 28%. В кислой 
же зоне дезаминирование цитидина оказалось сравни 
тельно менее чувствительным к изменениям реакции 
среды. Ни одно ‘из испытанных соединений, за исклю- 
чением ионов тяжелых металлов, по существу не пре- 
пятствовало дезаминированию цитидина и цитидиловой 
кислоты. Даж 


е вещества, обл 
вием, например 8- 


































рможение процесса вызывали однова- 
серебро; цинк обусловливал лишь ча 
стичное торможение, несколько более выраженное В 
присутствии ЦиТидиловой кислоты. 

: Голубинский (1965), 
дезаминированию, выявил такж 
ЕЕ 








помимо способности — 

е возможность окисл 
1 

Дел Причина - образования аммиака за счет ксантина непонятна- 

ело в том, О-В отличие от аденина Н гуанина ксантин не со- 

держит свободной аминогруппы. 
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ния оснований и их нуклеозидов в аэробны 
ных условиях. Заметное поглощение 
лентными штаммами У. рез5 набл 
случае аденозина и особенно 
другими субстратами оно не отличалось от 
ния кислорода в контроле. В анаэробных условиях ми- 
кроб окислял лишь цитидин. Он же подвергался дез- 
аминированию. Образование амму 


лака за счет других 
соединений выявить не удалось. Освобождение азота из 


цитидина происходило со значительной скоростью и 
фактически заканчивалось к 90-й минуте инкубации. 
С помощью хроматографии на бумаге было установ- 
лено, что конечным продуктом метаболизма цитидина 
является урацил. 

Сопоставление всех полученных данных позволило 
Е. П. Голубинскому составить весьма обоснованную 
схему распада цитидина. Сначала осуществляется гид- 
ролитическое отщепление аммиака и превращение цити- 
дина в уридин — нуклеозид урацила. Затем уридин рас- 
падается, вероятно, под влиянием одной из гидролаз 
№тглюкозидных соединений  (уридинрибогидролазы?). 
Наконец, происходит деградация Э-рибозы — единствен- 
ный окислительный процесс во всей цепи реакций; окис- 
ление рибозы установлено Затщег и АЙ (1955а) и под- 
тверждено Е. П. Голубинским (1965). 

Значение указанного пути распада цитидина для 
жизнедеятельности У. резИз было продемонстрировано 
ВТ. Голубинским (1965) путем выращивания. одного 
из его прототрофных мутантов на минимальной т 
С сернокислым аммонием и различными Е 
нованиями и их нуклеозидами; рост отмечался ты 
при наличии цитидина. Несмотря на А ные 
усилия автора, причина поглощения ле == 
за счет аденозина осталась невыясненной. еее 
ее окислением рибозы нельзя, < ы 
ая нуклеозидаза у этого микроба - 

ы: что при росте 
у _ НЕ вается конщен- 

< рез $ на синтетических сред > ‹пклеозидов. Более 
трация азотистых оснований и их нукл ев 
заметно изменялось содержание а: и дез- 
оскольку возможности микроба к а ограничены, 
аминированию азотистых оснований веср” 


ис- 
ить только 
рез ожно объясн 
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х и анаэроб- 
кислорода авиру- 
юдалось только в 
цитидина. В. опытах с 


потребле- 













пользованием пуриновых производных в процессе 


ро- | 
ста для синтеза нуклеиновых кислот. 


С другой стороны, известно, что дикие штаммы 


штаммы имелись только у Вигго\з (1960) и И. Л. Ма 
тиневского и Л. М. Осадчей (И. Л. Мартиневский, 
1969) (пиримидинзависимые мутанты как будто бы до 
сих пор получены не были). 


Это дало возможность предположить, что все ком- 


поненты нуклеиновых кислот У. резМз легко синтезиру- 
ет сама. 


Как показали М. Л. Беккер (1967) и В. Г. Майский 
(1968), У. резНз синтезирует азотистые основания ну- 
клеиновых кислот за счет формиата. Для этого же 
она, по-видимому, использует ацетат и гликокол 
(И. В. Домарадский, А. Ф. Семенушкина, 1957, 1958). 


Скорость включения радиоактивного формиата в 0б- 
аб отражает динамику содержания РНК в клетке. 
аобо 


рот, скорость внедрения метки в ДНК мало Ме 
няется с возрастом культуры, что связано с большей 
стабильностью содержания ДНК во всех фазах роста 
микроба. В количественном отношении радиоактивность 
ДНК была намного меньше, чем РНК. Как и следовало 
ожидать, радиоактивный углерод формиата обнаружи 
вался только в пуриновых основаниях нуклеиновых кисС- 
лот, причем метка распределялась между аденином И 
гуанином примерно поровну. Соответствующими данны- 


ми о распределении метки ацетата или гликокола ме 
жду — азотистыми 


осно иСлот 
У. резН$ мы пока не а ыы 
т пиримидиновых оснований, то один из 
лота (В КОВ их у У. резИз — аспарагиновая киС- 
т и а 19676). Другим источником уг- 
римидинов является карбамоилфос 
рого происходит с помощью кар- 


Вацей с Св пе этого фермента постулируют 
ы а). Суще синтезе 
карбамоилфосфата — Ущественное звено в 


фиксация СО. (см. ниже). Пере- 
с 8 на аспартат я аспартат- 
ароамоилтрансфераза, также обнаруженная у У. рез- 
$ Вацей с сотр. (1964а). 
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У. ре. 
$Из на синтетических средах обычно обходятся без 


пуриновых и пиримидиновых оснований. Больше того, 
получить мутанты, зависимые от пуринов и пиримиди. 
нов, чрезвычайно трудно. Еще недавно пуринзависимые 
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Важно подчеркнуть, что у вирулентных клеток при 
определенных условиях роста (37° и аэрация) может 
нарушаться синтез карбамоилфосфата, и тогда для их 
развития нужно добавлять к среде карбонаты натрия и 
аммония (последний в водных растворах обычно нахо- 
дится в равновесии с карбаминовокислым аммонием) 
или оротовую кислоту (общий предшественник всех пи- 
римидинов), обязанную своим происхождением М№-кар- 
бамоил-[-аспартату. Последнее служит основным до- 
казательством участия карбамоилфосфата в синтезе 
пиримидинов У. резИ$. 

Хотя более детальных сведений о механизме синте- 
за пуриновых и пиримидиновых оснований мы не име- 
ем, сказанное выше позволяет сделать вывод о сход- 
стве путей образования указанных соединений У. резИз 
и другими организмами. Если это действительно так, 
то надо думать, что сначала У. рез $ синтезирует ино- 
зин-б/-фосфат, за счет которого образуются ‘другие ну- 
клеотиды и свободные пурины. В свою очередь послед- 
ние под влиянием особых ферментных систем могут во- 
влекаться в обмен с образованием соответствующих ну- 
клеозидов или нуклеотидов. Что касается пиримидинов, 
то центральное место в их синтезе должен занимать 
уридин-5’-фосфат — источник прочих пиримидиновых ну- 
клеотидов и свободных оснований (Дж. Бьюкенен, 1962, 
и др.). 

Таким образом, гипотеза о сходстве путей образова- 
ния азотистых оснований У. рез$ и прочими организ- 
мами значительную роль отводит взаимопревращению 
одних компонентов нуклеиновых кислот в другие, при- 
чем подобное взаимопревращение по существу объеди- 
няет два главных направления метаболизма — образо- 
вание и распад азотистых оснований и их производных. 
Может быть, именно поэтому У. резИ$ обычно не ис- 
пользует их в качестве источников углерода и азота или 
для энергетических целей. 

‚ Приведенные факты позволяют думать, что У. рез- 
{5 обладает способностью ассимилировать готовые азо- 

тистые основания или их производные, и доказатель- 
СТВО этого может помочь расшифровать детали мета- 
болизма нуклеиновых кислот. Мы располагаем подоб- 
ными данными, к рассмотрению которых и переходим. 

Выше уже указывалось, что в процессе роста У. ре- 

$Йз на синтетических средах в них уменьшается со- 
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держание азотистых основана И = нуклеозидов, т. 
происходит процесс, который следует трактовать 
результат утилизации ‘оснований для синтеза нукдер 
новых кислот. Более убедительные сведения об исполь. 
зовании готовых пуринов — аденина и гуанина — и ть. 
мина получены Е. П. Голубинским (1965) в условиях 
подавления синтеза их 4е поуо с помощью п-аминобен. 
зойной кислоты или сульфатиазола. Как показали опы- 
ты, рост У. резз на синтетических средах-в присут- 
ствии ингибиторов был возможен только при совмест- 
ном добавлении к ним смеси аденина, гуанина и тими- 
на или аденозина, гуанозина и тимина (в последнем 
случае рост был слабее). Каждое из этих соединений 
взятое в отдельности роста не обеспечивало. На осно- 
вании изложенного Е. П. Голубинский сделал допол- 
нительный вывод о том, что У. рез$ не способна ката- 
лизировать реакции аденин==гуанин или аденозин= 
гуанозин. 

Дальнейшие сведения об утилизации микробом эк- 
зогенных азотистых оснований и их производных име: 
ются в работах Воусе с сотр. (1964) и В. Г. Майского 
(19676, 1968). Воусе с сотр. установили, что У. рез 
поглощает 8-С\-гуанин и 2-СМ-урацил и включает их 
в состав нуклеиновых кислот. Поглощение гуанина с0- 
ставляло 60,34 от количества основания, добавленного 
к среде, урацил же утилизировался в 7,4 раза слабее. 
Тем не менее радиоактивность нуклеиновых кислот В 


обоих случаях была примерно одинаковой — 80% всей 
радиоактивности клеток. 


Как 


По данным В. Г. Майского, У. рез $ для целей син" 
теза нуклеиновых кислот использует не только гуанин 
и урацил, но и 8-СМ-аденин и 9-СИ-цитозин. Радиоак- 


тивность добавленного ь 
аденина обнаруживалась лиш 
в аденине, а ру 


гуанина — преимущественно в  гуанине 

РНК и ДНК; только Аб часть метки гуанина 
переходила в аденин. На основании этого В. Г. Май: 
ее постулирует неспособность У. рез превращать 
а. аденин в гуанин (исключения см. ниже) и 
п ев ую способность его осуществлять обратный 
нь об. омимо указанных выше азотистых оснований, 
к Утилизирует 8-СИ-гипоксантин и 8-СМ-ксантин. 
ровну о распределяется примерно по- 
кислот, в ином и гуанином обеих нуклеиновых 
‚ Второго — обнаруживается в основном в гуани- 
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6 (на долю Е приходилось лишь около 10% 
всей метки). ТЗУЛЬТАТЫ этих опытов, во-первых, под- 
тверждают высказанную ранее гипотезу об общности 
путеи ея пуринового ядра у У. рез5 и других ор- 
ганизмов, а во-вторых, указывают на возможность об- 
разования гуанина за счет превращения гипоксантина в 
ксантин. Появление метки ксантина в аденине скорее 
всего связано с частичным превращением ксантина в 
гипоксантин, хотя в общем равновесие реакции гипо- 
ксантин=ксантин, по-видимому, сдвинуто вправо. Об- 
ратимостью этои же реакции можно было бы объяс- 
нить и появление метки гуанина в аденине. 
До сих пор мы говорили о том, что у У. рез з не 
происходит превращения аденина в гуанин (блок на 
этапе аденин->гипоксантин). Тем не менее, опять-таки 
на основании данных В. Г. Майского (19676), полностью 
отрицать возможность превращения аденина в гуанин 
нельзя. При выращивании микроба на синтетической 
среде без гистидина около 40% радиоактивности СИ- 
аденина В. Г. Майский обнаружил в гуанине нуклеино- 
вых кислот. На средах же с гистидином — а именно они 
применялись в предыдущих опытах Е. П. Голубинского 
(1965) и В. Г. Майского (1967а) — перехода аденина в 
гуанин не наблюдалось. Исходя из сказанного, 
В. Г. Майский считает, что для У. резИз доступен путь 
превращения аденина в гуанин через АМФ, АТФ и 
5-амино-4-имидазолкарбоксамидриботид. Указанный 
путь реализуется при синтезе гистидина и может им 
ингибироваться. Мутанты У. рез В15- не в состоянии 
превращать аденин в гуанин и в отсутствие гистидина 
(В. Г. Майский, Ю. Г. Сучков, 1970). В недавно опуб- 
ликованной статье ВгиБакег (1970) показаны различия 
во взаимопревращениях аденина и гуанина в зависимо- 
сти от пигментообразования клеток и условий их куль- 
тивирования. Так, клоновые а а а 
К1М-10 при росте на минимальной среде не спосо гы 
превращать 8-СМ-гуанин в аденин НЕОН ее 
реакции имели место на обогащенной среде, Ее 
однако, не способствовала пигментации колоний. КЛ : 
евращения независи 
ки Р- осуществляли указанные превр ги -ВЕЗОЙ. 
мо от условий роста. Что касается урац о АСНОЖЕ 
на, то они легко превращаются один = К оснований в 
в тимин. Переход обоих пир ак ра- 
тимин является необратимым процессом, 
и” 65 
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диоактивный углерод тимина в составе цитозина 


пила У. резИз не обнаруживается. Больше того, 
ным В. Г. Майского (1965а), У: резИ$ вообще не вклю. 
чает экзогенный тимин в состав ДНК, что в некоторой 
степени противоречит результатам исследования Е. П. Го. 
лубинского (1965). Однако опыты Е. П. Голубинского 
с тимином не совсем убедительны, поскольку в них был 
упущен важный контроль: выяснение возможности ро- 
ста У. резИз на средах без тимина. 

Об источниках аминогрупп для’ синтеза гуанина и 
аденина из ксантина и гипоксантина пока ничего опре- 
деленного сказать нельзя. То же относится к цитозину. 
Можно лишь предполагать, что ими являются ионы ам- 
мония, а энергия для аминирования соответствующих 
соединений получается за счет АТФ. (у животных для 
аминирования используется глютамин). 


Еще менее ясен вопрос о происхождении метильной 
группы тимина. 

Изучением механизма образования У. резИз нуклеози- 
дов и нуклеотидов, насколько нам известно, до сих пор 
специально не занимались. Поэтому в случае утилиза- 
ции ею экзогенных оснований трудно решить, происхо- 
дят ли все описанные выше превращения на уровне 
свободных оснований или трансформация их осущест- 
вляется после синтеза тех или иных нуклеотидов. 

Итак, мы видим, что У. резНз$ может синтезировать 
нуклеиновые кислоты 4е поуо и использовать для их 
образования экзогенные азотистые основания. В связи 
с этим возникает вопрос, каково влияние экзогенных 
оснований на синтез нуклеиновых кислот. 


Согласно данным В. Г Майск Е 
Е ого (19676), включе 
ние С!-формиата в к 


Е летки У. рез значительно подав: 
ется при добавлении к среде пуриновых оснований 
или их производных. Например, гипоксантин подавлял 
включение метки формиата на 80%, не влияя в то же 
время на скорость синтеза нуклеиновых кислот и рас- 
Ни метки между аденином и гуанином. Оче- 
оке Я уже предобразованных азоти- 
м в среде Хоттингера объясняется намно- 
р в а радиоактивность нуклеиновых: кислот 
ан о ока с радиоактивностью нуклеино- 
ред ЕЕ: = теля, выращенного на синтетической 
ие ожно трактовать как подавление эк- 
и пуринами их синтеза Че поуо (к сожале- 
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нию, аналогичные сведения о влиянии экзогенных 
пиримидинов на их синтез из соответствующих предшест- 
венников еще отсутствуют). Помимо свободных пу- 
инов, на включение С\“-формиата в нуклеиновые кис- 
лоты отрицательное влияние в той или иной мере ока- 
зывают пуриннуклеотиды — АМФ, АТФ и ГМФ. 
Несмотря на то что экзогенные пурины и пуринну- 
клеотиды подавляют синтез нуклеиновых кислот из их 
предшественников, полностью этот процесс не прекра- 
щается. Однако дать сейчас точную характеристику ко- 
личественного соотношения между синтезом НК 4е по- 
уо и за счет предобразованных пуринов мы не можем. 
Не менее трудно оценить и вторую сторону проблемыы-— 
соотношение между использованием пуринов, добавлен- 
ных к среде, и утилизаций эндогенного (внутриклеточ- 
ного) фонда этих соединений. Соответствующие дан- 
ные весьма разрозненны и во многом дискутабельны. 


Таблица 7 


Влияние пуринов и пуриннуклеотидов на усвоение 
8-СИ-аденина У. рез (В. Г. Майский, 1968) 


ОУА? аденина 





УА! бактерий |—— 


(в имп/минх вновь син- 


Добавка к среде 











Хмгх10-3 Й езирован- < 

Хмгх10—3) | всей РНК Е ДНК 

— 109,5 38,6 30,3 5,2 
Аденин 58,6 20,2 49,3 3,0 
Гуанин 105,1 34,8 71,4 10,5 
Ксантин 101,4 35,5 67,6 6,2 
Гипоксантин 109,5 347 О 6,8 
АМФ 94,6 31,6 63,2 6,0 
АДФ 114,5 40,3 85,0 6,9 
АТФ 90,4 36,1 70,4 4,7 





ТУА — удельная активность. 
?ОУА — относительная ‘удельная активность. 

имп/мин-мкмоль аденина НК 
ОУА = 


имп/мин .мкмоль экзогенного 


х 100. 


СЧ-аденина 


табл. 7, при разбавлении меченого 
аденина в 2 раза (за счет добавок других соединений) 


соответствено уменьшается и удельная активность аде- 
нина нуклеиновых кислот. По мнению В. Г. Майского, 


5* 


Как видно из 





это говорит о том, что в клетках У. рез$ оте 
или крайне мал эндогенный фонд свободного 
Больше того, исходя из значении коэффициента ОУд, 
автор приходит к следующему вы «Экзогенный аде. 
нин, легко включаясь в аденин нуклеиновых кислот, по. 
давляет почти полностью другие пути синтеза аденина 
полинуклеотидов, в том числе и использование внутри. 
клеточного фонда предшественников». 

Иная картина отмечалась в случае опытов с. мече. 
ным гуанином. Исходя из того, что почти вся метка эк. 
зогенного гуанина была сосредоточена в гуанине нукле- 
иновых кислот, В. Г. Майский пришел к заключению о 
преимущественном синтезе аденина в этом случае из 
простых соединений или использовании его из эндо- 
генного фонда. 

Различие в превращениях аденина в гуанин связа- 
но, как считают Е. П. Голубинский (1965), В. Г. Май- 
ский, Ю. Г. Сучков (1970), ВгиБаКег (1970), с отсут- 
ствием у чумного микроба адениндезаминазы. 

Интересно отметить, что введение в среду выращи- 
вания аденина, а также гипоксантина и ГМФ в значи- 
тельной мере подавляло включение метки ксантина в 
аденин. Экзогенные гуанин, гипоксантин и ГМФ инги- 
бировали превращение ксантина в гуанин. 

Изучение влияния добавок различных пиримидинов 
и их производных на включение в нуклеиновые кислоты 


меченых пиримидинов мало что дало для ответа на 
вопрос о соотношении меж 
ных и энд 


УТСТВует 


статьи М. Л. ек+ 

лемы синтеза РНК Ще 
тации (1965), а также 
(1967Ь). ть 
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может узнать из 
а общие аспекты проб- 
освещены в его диссер- 
работе @ааей с сотр. 
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Обмен углеводов. Вследствие использования «пест- 
рых» рядов для дифференциации. бактерий отношение 
у. резИз к углеводам и родственным соединениям слу- 
жит предметом тщательного изучения уже на протя- 
жении многих лет. Результаты этого изучения пред- 
ставлены в табл. 8. 


Таблица 8 


Ферментация У. резИ$ некоторых углеводов и спиртов 
(по И. В. Домарадскому, 1971) 





Ферментация до Ферментация до 





Субстрат кислоты без газа Субстрат кислоты без газа 
Е Е Е 
Арабиноза Чаще есть Маннит Обычно есть 
Галактоза » » Манноза Есть 
Гликоген Есть Мелибиоза Нет 
Глицерин Чаще есть Мелецитоза » 

Глюкоза Есть Рамноза Обычно нет 
Декстрин Чаще есть Раффиноза Нет 
Дульцит Обычно нет Салицин Чаще есть 
Инозин Нет Сахароза Обычно” нет 
Инулин Обычно нет Сорбит Нет 
Ксилоза Чаще есть Фруктоза Есть 
Лактоза Обычно нет Целлобиоза | Нет 
Мальтоза Обычно есть Эскулин Есть 


В ЕЕ ЕЕ ета 


Как видно из таблицы, У. резИз расщепляет до кис- 
лоты без газа относительно большое число различных 
соединений, включая некоторые полисахариды, гликози- 
ды и многоатомные спирты. Однако установить какую- 
либо закономерность между способностью У. резИз рас- 
щеплять углеводы и их производные и физико-химиче- 
скими свойствами этих соединений (в частности, струк- 
турой) пока не удается. Поэтому предсказать заранее, 
как будет вести себя микроб в отношении многочислен- 
ных новых соединений, которые сейчас выделяются или 
синтезируются, практически нельзя. 

О расщеплении углеводов и близких к ним соедине- 
ний можно судить не только по образованию кислоты, 
как обычно делают бактериологи, но также по их окис- 
лению. Соответствующие данные имеются в табл. 9. 
Кроме того, в ней представлены сведения об окисле- 
нии У. резИз некоторых органических кислот. Правда, 
данные получены при работе лишь с одним штаммом 
океанического происхождения, поэтому их. ценность ог- 
раничена. Тем не менее из табл. 8 и 9 можно видеть, 
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Таблица о 


ца 9 
Окисление У. рез@$ некоторых субстратов (по Вао, 1940) 


Субстрат 


Субстрат - 4 == 


Глицерин 

а Муравьиная кислота 
Фруктоза з 4; Пропионовая *» 
Галактоза Масляная » 
Гексозодифосфат ,: Этиловый спирт 
Мальтоза Тартроновая кислота 
Пировиноградная Рамноза 

лота Ксилоза 

Маннит Сахароза 

Уксусная кислота Дульцит 

Фумаровая » Раффиноза 
Малоновая Сорбит 


» 
Янтарная» . Капроновая кислота 
Арабиноза » 


>=$3з 


м 


>®2>-——- 








< 


что в общем между способностью У. резИз окислять те 
или иные углеводы и образовывать из них кислоту су- 
ществует определенный параллелизм. 
Недавно получены материалы, свидетельствующие 
о расщеплении в культурах У. резНз некоторых глико- 
зидов (С. П. Меринов и др., 1971). 
ме и в то же время филогенетически 
ние мн внии путь распада углеводов — сбражива- 
а —_ схеме Эмбдена—Мейергофа—Парнаса, 
к ним соедине атаболизм других углеводов и близких 
а ний обычно начинается с превращения 
уостраты, доступные брожению по этой схеме. 


Распа : 
м. углеводов у У. резШз не составляет. исклю- 


Одни Е 
дним из показателей наличия гликолиза являются 


езульта 
Вод ва, КОнечных продуктов диссимиляции 
ли многие авторы. з на примере У. резз проводи- 


По данным Роц4о 
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| шение двууглеродных и одноуглеродных соединений не- 
к обычно велико — 3,2. Это можно объяснить или своеоб- 
^^ разием окислительно-восстановительных процессов у 
®,. У. рези (см. конец главы), или недостаточно полным 
ка. определением всех одноуглеродных соединений. 
о Как установили Н. Н. Ивановский и В. С. Башева 
0 (1951а), при росте на бульоне (относительно анаэроб- 
0 ные условия) с глюкозой У. рез Из образует кислоты. Из 
0 них 10% приходится на летучие, среди которых прева- 








2 
5. лирует масляная кислота, идентифицированная' по 
24 кальциевой соли и этиловому эфиру. Из нелетучих кис- 
159 лот качественными пробами установлено присутствие 
1$ | яблочной и лимонной. 
0 _В опытах Защег и АЛ (1955а) основными продук- 
0 : тами брожения глюкозы под влиянием покоящихся кле- 
0 | ток были лактат, ацетат, формиат и этанол, а также 
| СО.. Сукцинат и пируват обнаруживались только в 
у 
следовых количествах. При сбраживании рибозы в 0с- 
- новном накапливались ацетат, формиат и этанол. 
ЯТЬ 16 «Набор» продуктов диссимиляции глюкозы и род- 
т у. ственных соединений меняется в зависимости от того, 
у в каких условиях выращивают культуру и как ставят 
а опыты. Это особенно наглядно показано Епо|езБего с 
Г 
глико- Таблица 10 
28 Диссимиляция глюкозы клетками У. рез#$, 
чески | выращенными в аэробных и анаэробных 
: условиях (по материалам ЕпзезБегя 
Жива с сотр., 1954) 
›наса, Количество образованного продукта 
ЗКИХ ‚ в молях на 100 молей 
И ИЯ 5 диссимилированной глюкозы 
цен 
ие Ме’ п ; в присут- | в присут- - 
ие, а О: он ны 
-клЮ клетками, | клетками, ен 
Е выращен- | выращен- И 
ными 
тс Оно анаэробно анаэробно 
| о 
ий 
я а 95 35 
води Со» о 15 103 
Этанол : 57 11 
:5, Пируват 6 5 36 
ей Лактат 10 И 31 
КиО Ацетат 3 21 104 
"ся Формиат = с 1 
И 0 Ацетоин 0 м 5 
ДРИ Сукцинат 0 
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Рис. 1. Окислительный метаболизм у аэробно (слева) и анаэробно 
(справа) выращенных клеток У. резз (Е. ЕпеезБего е. а., 1954). 
По оси ординат — поглощение кислорода, мкл; по оси абсцисс — 

время, мин. 
| — глюкоза; 2— ацетат; 3— пируват; 4 — сукцинат; 5 — фумарат, Е 
6— х-кетоглютарат; 7 — цитрат и без субстрата (у аэробно выращ, 
клеток), цитрат, ацетат и без субстрата (у анаэробно выращенных клеток). 


сотрз (1954). Когда клетки выращивали в аэробных 
условиях и опыты проводили при аэрации, основным 
продуктом распада глюкозы являлась СО2, а лактат 
накапливался лишь в небольших количествах. Если 
же клетки выращивали в анаэробных условиях, то при 
распаде глюкозы, помимо СО., обнаруживали этанол, 
следы ацетоина и кислоты — пируват, лактат, ацетат и 
формиат. «Анаэробные» культуры давали меньше СО? 
и соответственно больше эталона, формиата, лактата и 


ацетата в анаэробных условиях, чем в аэробных 
(табл. 10). 


Различия в метаболизме 
«анаэробными» культурами о 


последних способности к окислению ацетата и слабой 
способностью окислять пируват, сукцинат, фумарат И 
малат (рис. 1); Однако это различие может быть уст- 
ранено, если «анаэробные» культуры подвергать аэра- 
ции в течение нескольких часов в среде из гидролизата 
казеина с глюкозой. Поскольку «адаптация» угнетает- 
ся ультрафиолетом, ЕпТезБегр с сотр. считают, что аэ- 


рация выступает в роли индуктора соответствующих 
оксидоредуктаз. 


глюкозы «аэробными» И 
бъясняются отсутствием у 
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На наличие механизма гликолиза может указывать 
не только результат анализа продуктов распада угле- 
водов, НО и характер распределения метки в метаболи- 
тах при использовании для опытов радиоактивной глю- 
козы. Такого рода опыты были поставлены Загег и 

| АЙ (1955а). По их данным, радиоактивный углерод 
— 1-С№-глюкозы выявлялся в лактате, ацетате, этанолеи 
сукцинате и отсутствовал в формиате; СО. отличалась 


а крайне слабой радиоактивностью. Особенно важно, что 
1 удельная радиоактивность сукцината составляла поло- 
— вину удельной радиоактивности С!4-глюкозы. Последнее 
Еее возможно только в том случае, если молекула глюкозы 
1% 155 о распадается на две триозы, из которых меткой обладает 
лишь одна. 
я ана Сказанное предполагает наличие у У. резз всех 
бед, 1%) ферментов, необходимых для гликолиза. К сожалению, 
и абещисе— из их числа в прямых опытах выявлены лишь глюкоки- 
наза, фосфофруктокиназа (А. В. Наумов, 1970; бащег, 
карат, мала АЙ, 19555) и альдолаза  фруктозо-1,6-дифосфата 
НН лет, (И. В. Домарадский, И. М. Климова, 1964; Б. Н. Ми- 
шанькин, 1968; бащег, АЛ, 19555). Кроме того, пока- 
аэробных т присутствие гликозидаз (И. М. Климова и др. 
ОСНОВНЫМ ; С. П. Меринов и др., 1971; МагИп, Тасоь, 1962), 
такта «подготавливающих» соответствующие субстраты для 
а си гликолиза. 
ах. р Как известно, процесс брожения подавляется дыха- 
5.10 е нием (эффект Пастера). Однако из этого правила не- 
ай редки исключения, когда гликолиз происходит в при- 
ащетео сутствии кислорода (аэробный гликолиз). Судя по дан- 
1ыие : ее - изложенным выше, аэробный гликолиз присущ и 
акта в. . резНз. Поскольку при аэробном гликолизе образу- 

оби” | ется больше энергии, чем при брожении углеводов в 
аэр | анаэробных условиях, в присутствии кислорода микроб 

ми | разлагает примерно вдвое меньше глюкозы (Ф. К. Дроз- 
иЫ дем 8 довская, 1962). Соответственно увеличивается количе- 

СВ бой ство окисленных продуктов, в частности СО. (Роидо- 

И И той, 1943). При этом не последнюю роль, по-видимо- 
мар уг. МУ, играет индукция кислородом оксидоредуктаз, о ко- 

БЫТ? 2рё. торой уже говорилось. 

ть ви омимо гликолиза, существуют другие пути распа- 
И от, да углеводов, среди которых видное место занимает 
р нет й полное окисление моносахаридов до двуокиси углеро- 
Рио | да с промежуточным образованием пентозо- и гептозо- 
РО 1 фосфатов (гексозомонофосфатный шунт, или схема Вар- 
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бурга—Диккенса). Выявлению гексозомонофосфатнии 
шунта у У. резИ$ посвящено несколько работ, 

у Первоначально бЗащеги АЛ (1955а) на основ 
результатов изучения распределения и в прод 
распада 1-СИ-глюкозы пришли к ВыВОлУ О ТОМ, что 
У. резНз$ этот шунт не функционирует. Однако затем 
они были вынуждены пересмотреть свои взгляды. Осно. | 
ванием послужила установленная ими же способность 
лиофилизированных клеток микроба окислять ГЛЮКо- 
нат (его производное — 6-фосфоглюконат — являет 
ним из звеньев шунта). 

Для выяснения истинного положения дела бапег и 
АЛ (19555) несколько изменили условия постановки 
опытов с 1-СИ-глюкозой: помимо покоящихся клеток, 
как было ранее, они использовали также растущие клет- 
ки и заменили анаэробные ‘условия аэробными. При 
этом оказалось, что удельная радиоактивность СО» 


выделяемой растущими клетками, почти в 3,7 раза вы- 
ше, чем радиоактивность СО), 
ся клетками (прямое указание на превращение в СО» 
первого атома углерода меченой глюкозы, характерное 
для гексозомонофосфатного шунта). Однако со време- 
нем разница в удельной радио 


з активности СО., выделя- 
емой клетками обоих типов, п 


как уменьшалась инте 


ани 
Уктах 


Ся од- 


ИНО 
зв Ш, отн 
эн орежрнила Со 


образуемой покоящими- аа в А 


п заключения о наличии у У. рез 
двух путей распад ‚ один из которых — гли- 
лизуется как у растущих, так и по- 
коящихся клеток, а второй — гексозомонофосфатный — 
только у растущих. 


Руют как Фруктозо-1 6- 

5-фосфат, причем в обоих Е 
фотриозы. ее 
Кроме того, при 
вается 
дегид. 


х накапливаются фос- 


распаде 


С›-компонент, рибозо-5-фосфата обнаружи- 


предположительно гликольаль- 
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ложительном влиянии гГлюконата на Ви рулентнос, 
У Е установил, что заметная скорость о 
ния глюконата покоящимися клетками отмечаете 
ко в тех случаях, когда их выращивают на среде ‹ 
глюконатом '. Помимо глюконата, такие клетки кис. 
ляют рибозу и глюкозу. После разрушения клеток Эк. 
стракты из них приобретают способность ОКИСЛЯтТЬ Глю. 
конат, глюкозу, рибозо-5-фосфат, глюкозо-6-фосфат ы 
6-фосфоглюконат, но не рибозу. Аналогичную картин 
Мог оск наблюдал при использовании экстрактов из 
клеток со среды с глюкозой. Отличие заключалось 
только в соотношении скорости диссимиляции тех или 
иных субстратов и неспособности экстрактов из клеток 
со среды с глюкозой (как и цельных клеток) окислять 
глюконат. По мнению МогИосКк (1962), при разрушении 
клеток происходит инактивация рибокиназы; глюконо- 
киназа же если и инактивируется, то в очень неболь- 
шой степени (во всяком случае ее активность в обоих 
экстрактах была одинаковой)?. 

Экстракты из «глюконатных» клеток содержали 
6-фосфо-Р-глюконат: НАДФ-оксидоредуктазу, которая 
дегидрировала как 6-фосфоглюконат, так и глюконат 
в присутствии АТФ. На глюкозу, глюкозу+ АТФ, глю- 
козо-6-фосфат, рибозу и рибозо-5-фосфат фермент не 
действовал. В экстрактах из «глюкозных» клеток фос- 
фоглюконатдегидрогеназа также обнаруживалась, но 
активность ее обычно была ниже. Кроме того, в экст- 
рактах присутствовала транскетолаза. На это указыва- 
ло, во-первых, восстановление глицеральдегид-3-фос- 
фатдегидрогеназной НАД при добавлении к экстрактам 
в а во-вторых, идентификация седогеп- 
гой йе при распаде 6-фосфоглюконата. С дру- 

5, образование глицеральдегид-3-фосфата за 


КИСле. 
Я толь. 





одновременно пришли Еикш с 
› Что глюконат окисляется клет- 
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шет рибозо-5-фосфата и  седогептулезо-7-фосфата из 
6 фосфоглюконата говорило о наличии в экстрактах ри- 


булезофосфат-3-эпимеразы и рибозофосфатизомеразы, 
катализирующих взаимное превращение  ксилулезо-5- 
осфата и рибозо-5-фосфата в рибулезо-5-фосфат — ко- 
нечный продукт окислительного декарбоксилирования 
6-фосфоглюконата описанной выше НАДФ-зависимой 
дегидрогеназои. 

Приведенные факты в сочетании с высокой удельной 
активностью СО., возникающей при окислении 1-С\- 
глюконата, свидетельствуют о способности У. резз осу- 
шествлять распад глюконата по схеме Варбурга—Дик- 
кенса. Поскольку все реакции гексозомонофосфатного 
шунта обратимы, Мог@оск считает, что даже при от- 
сутствии у У. резИз глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы она 
может синтезировать пентозы, необходимые для пост- 
роения нуклеиновых кислот с помощью транскетолазы 
и трансальдолазы из фруктозо-6-фосфата и фосфотри- 
оз. Тем самым постулируется возможность постоянного 
функционирования у У. резИ$ «неокисляющей» части 
гексозомонофосфатного шунта, даже если микроб вы- 
ращивают на средах без глюконата; вопрос же об 
«окисляющей» части шунта в связи с противоречивыми 
сведениями о наличии у У. ре5з глюкозо-6-фосфатде- 
гидрогеназы нуждается в’ уточнении. Однако процесс 
образования пентоз все-таки более ‘интенсивен в при 
сутствии глюконата, чем МогИоск и объясняет его по- 
ложительное влияние на рост вирулентных клеток. 

Недавно А. В. Наумов (1970) показал наличие у 
У. резИз глюкозодегидрогеназы и глюконаткиназы. По 
его мнению, фосфоглюконат, образованный из глюкозы 
под влиянием перечисленных ферментов, подвергаясь 
дальнейшим превращениям, в конечном итоге может 
давать рибозо-5-фосфат. 

Ряд данных, полученных 

о способности У. резИз расщеплят 
в путем, а именно по схеме 

пользу этого говорит, например, 

фо: нет дооое О еа ва в глицеральдегих-3- 

фосфат и 6-фосфоглюконата (без. его дека рбокое. 

вания) в пируват. Нами в сотрудничестве © хе к 

левым (Б. Д. Рублев и др. 1971) при исследо ты 

таболизма глюконата у У. резИз получены резуль ке 
подтверждающие такой вывод, В частности показано, 


МогИоск,. свидетельствует 
ь глюконат еще од- 
Энтнера—Дудорова.- 
превращение 6-фос- 











что при декарбоксилировании о Образов 
из !-СИ-глюконата, выделяется 5 : с больше ра. 
диоактивной СО» чем при освозождении | ей ИЗ пиру. 
вата, обязанного своим ке. -С -ГЛЮКозе 
Обращает на себя внимание и то обстоятельство, тов 
данных условиях для Е мт В фос. 
фоглицеральдегид не требуется НАДФ (Б. Д. Рубль 
1973). 

В отношении локализации ферментов углеводного 
обмена известно, что большинство из них содержится 
как во фракции мембран, так и в цитоплазме бактери- 
альной клетки. Однако гексокиназа и фосфофруктоки- 
наза сосредоточены главным образом в цитоплазме, а 
ферменты, участвующие в дегидрировании 5-кетоглюко- 
ната, сукцината и лактата—в мембранных образова- 
ниях (Е. П. Голубинский, В. И. Борзенкова, 1970; 
А. В: Наумов, 1970). 

Все сказанное ставит У. рез в один ряд с другими 
высокоактивными микроорганизмами. 

В связи с проблемами метаболизма углеводов нам 
остается рассмотреть еще два вопроса, которые тесно 
связаны с таксономией. Мы имеем в виду отношение 
У. рез#1$ к глицерину и рамнозе. Особый интерес пред- 
ставляет действие микроба на глицерин. Как известно, 
по этому признаку различают две его разновидности — 
глицериннегативную и глицеринпозитивную. В подав- 
ляющем большинстве случаев глицериннегативные ва- 
рианты выделяются в тех районах, где хранителями чу- 


мы являются крысы и их блохи (океанические штам- 
мы). Чаще всего они в 


ской Африки и Юго- 


а Нот 


На 
чаю ты также, что океанические штаммы от- 
ферментировать г 
сколько иной ан 
лагают рамнозу, 
азопозитивные в 


‚ характеризуются не- 
руктурой, очень редко раз- 
обычно не встречаются уре- 
и их штаммы более требова- 


среди них 
арианты, 
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ОВ Нам 
с тесно 


ошение 
с пред: 
вестно, 
ОСТИ — 
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тельны \К набору питательных 
аминокислот). 

Внещняя среда контролирует и обусловливает опре. 
деленный тип обмена веществ популяции микробов. Для 
у. резИз внешней средой является организм грызуна или 
блохи, в которых она паразитирует. Естественно поэто- 
му, что многие исследователи пытались объяснить при- 
чину («генез») появления глицеринпозитивных штам- 
мов, исходя из особенностей метаболизма их хозяина. 

По теории В. М. Туманского (1958), появление у 
У. резИз способности разлагать глицерин связано с вре- 
менным пребыванием ее в организме зимоспящих гры- 
зунов, которые играют большую роль в поддержании 
очаговости чумы в ряде районов СССР, Монголии и 
Китая. К моменту залегания в спячку в организме гры- 
зунов откладывается большое количество жира. В ре- 
зультате утилизации макроорганизмом жира в каче- 
стве промежуточного продукта его распада образуется 
глицерин. Если в этот период У. рез{1$ попадает в ор- 
ганизм грызуна, она длительное время сохраняется в 
среде, богатой глицерином, и приобретает способность 
ферментировать его. 

Однако теория В. М. Туманского имеет два боль- 
ших недостатка. Во-первых, она не объясняет причины 
сохранения у микроба способности к ферментации гли- 
церина в тех случаях, когда он через посредство бло- 
хи (или в экспериментальных условиях) попадает вор- 
ганизм незимоспящих грызунов. Во-вторых, согласно 
нашим данным (см. ниже), у всех штаммов У. резИ$. 
отсутствует липаза, поэтому даже в организме спящего 
грызуна она может использовать только глицерин, об- 
разующийся в результате деятельности ферментов са- 
мого хозяина. Но трудно предположить, чтобы в Ра 
низме спящего грызуна концентрация глицерина была 
намного выше той, которая имеется в активном перио 
де жизни животного или у незимоспящего грызуна. 

Несколько иначе к решению вопроса подходит 
Н. Н. Ивановский (1951). Он считает, что отношение 
У. резНз к глицерину зависит от типа дыхания Я 
носителя. Спячка грызуна сопровождается т м 
ловливается) снижением интенсивности © Е 
ществ. Возникает явление гипоксии. Следовате ы с 
кроб в организме спящего грызуна В те 
ВИЯХ недостаточного притока кислорода. м 
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веществ (в частности, 








«активности 


вляется повышение 
ие отражающееся на глицерине. В организу. 
незимоспящих грызунов, интенсивно дышащих, у. и. 
#5, по мнению Н. Н. Ивановского, отличается бодев 
аэробным типом дыхания и пониженной бродильной ак. 


бродильн 


тивностью; отсюда неспособность ее 
глицерин. 

Теория Н. Н. Ивановского также не дает ответа на 
вопрос о причине наличия у У. резИз способности раз- 
лагать глицерин при условии существования микроба в 
организме незимоспящих грызунов; не объясняет она 
и обратное явление, а именно негативное отношение к 
глицерину океанических штаммов, выделенных от сур- 
ков и сусликов, погибших от экспериментальной чумы. 
Кроме того, остается неясной причина выделения от 
незимоспящих грызунов одновременно глицериннегатив- 
ных и глицеринпозитивных штаммов. 

Как видно, генез глицеринпозитивных штаммов ос- 
тается предметом дискуссий. Вместе с тем в механизме 
ферментации глицерина У. рез пока 
браться не пытался, ‘а не’ зная его, нельз 
ответить на этот вопрос. Учитывая сказанн 
ли сначала изучить механизм диссимиляц 
в культуре глицеринпозитивного штамма, 

к Е штаммов, разлагающих и не разлагаю- 
ди: р отсутствие какого фермента 

обусловливает неспособность микроба 
браке ко р ПОСКОЛЬКУ реб лети 
изучению начальных этапов п уе 0 
стадии образова ревращения глицерина д 


ния фосфотриоз. Некоторые итоги на- 


ших опытов (И. В . 
дятся ниже. ( °/\Омарадский и др., 1968а) приво- 


ферментировать 


никто разо- 
я правильно 
ое, мы реши- 
ии глицерина 
а затем пу- 


Расщеп 
В основном ао лиЦерина под влиянием У. резИ$ — 
глицерин процесс. В анаэробных условиях 


ат мы ни ра- 
фере, в кото- 
Оче- 
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видно, процесс не останавливается на стадии 
ния пирувата, а идет дальше, но уже без заметного по- 
требления кислорода. При этом наряду с другими, по- 
ка не идентифицированными продуктами, образуется 
молочная кислота, но количество ее относительно не- 
велико. 

Помимо глицерина, У. резН5$ окисляет глицерофос- 
фат (а-и В-изомеры), глицеральдегид и значительно 
слабее диоксиацетон. Последние два субстрата спосо- 
бен также окислять глицериннегативный штамм. 

На отношение У. резИз к отдельным возможным ме- 
таболитам глицерина большое влияние оказывает бу- 
фер. Так, например, в фосфатном буфере скорость 
окисления обоих изомеров глицерофосфата почти в4 ра- 
за ниже, чем в вероналовом. Это навело на мысль, что 
окисляется не глицерофосфат, а глицерин, образую- 
щийся при действии на глицерофосфат фосфатазы, ак- 


образова- 








ГМов 06. тивность которой подавляется неорганическим фосфо- 
те ром (И. В. Домарадский и др., 1968а). Кстати, глице- 
о разо- риннегативный штамм также дефосфорилирует оба изо- 
›авильно мера глицерофосфата. 
ы реш" | Сказанное вместе с результатами изучения метабо- 
ицерина | лизма глицерина с позиций теории «последовательной 
тем пу а: привело нас (И. В. Домарадский и др 
- 9686) к гипотезе о том, что первый этап расщеплен 
злагаю ; 
мента глицерина У. рез\15 сводится не к ин 
О ров к окислению его с образованием он 
ь легко явление же глицеральдегида (Н. Л. Лосева, И. В. 
5 дно марадский, 1968) подтвердило эту гипотезу. = т 
уе х С позиции указанной гипотезы разницу а 
ре цериннегативными и ГлииерИНИОЗИтАВНыи с, НЕ 
тг 0’ можно объяснить отсутствием у ПиВНЫХ т о 
у" ермента — глицеролдегидрогеназы ‚ а их 
ние —«односайтовой» мутацией. : 
5” В й В. И. Тыняновой у глицеринпозитив 
69 дальнеишем в. И. ХИ 
Ро НОЙ разновидности чумного микроба были в пы 
я а киназа глицерина и независимая от НАД к 
И . й за 1.-а-глицеролфосфата, что свидетельству 
а р еее фев. 
х -оксидоредуктазы р 
ОИ? о 1 Не исключено, что от глицерол : НАД а т" ИЕ 
0" мент У 1 бразованием из глицер аНЕЕ 
28 . резИз отличается обр тем ИЗ т наличие такой г 
Ибо Церальдегида, а не диоксиацетона. ар ИЯ ре сошии оп оп Еп2у- 
и и перолдегидрогеназы Ре . я О Клинической ферментоло- 
и ез» (Реграшоп Ргезз, 1961; цит. : 
Оо гии», | : 
ы Я к 966). Е 
ый 0" 6 Заказ № 65 
, 
2 
и 





Дм 1 





ерина с участием фосфорной „и, 
кислении ГлиИЦ ‹ ы 
В И. Тынянова, И. В. Домарадский, 1970) о 
га мента распределены в клетке между структурныи 
фракциями и растворимыми. В то же время у 


й на структурах. 

а Ее пути распада и распада с участи. 
ем фосфорной кислоты различны по своей природе, 
Глицеролдегидрогеназа представляет собой  конститу. 
тивный фермент, в то время как киназа глицерина и 
дегидрогеназа глицеролфосфата носят индуцибельный 
характер. Фактором, регулирующим работу ферментов 
того или иного направления распада глицерина, явля- 
ется концентрация этого субстрата в среде выращива- 
ния. Увеличение количества глицерина в инкубационной 
среде от 0,01 до 0,5% сопровождается угнетением ак- 
тивности (или подавлением синтеза) глицеролдегидро- 
геназы и проявлением активности (или синтеза) киназы 
глицерина и дегидрогеназы глицеролфосфата, что поз- 
воляет считать путь распада глицерина через глице- 
ролфосфат основным направлением диссимиляции это- 
го спирта в клетках континентальных штаммов. 

В. И. Тынянова показала также, что различие между 


глицеринпозитивной и глицериннегативной разновидно- 
СТяЯми заключается в отс 


утствии у последней не только 
глицеролдегидрогеназы, 


но и ‘тлицеролкиназы и гли- 
церолфосфатдегидрогеназы. Однако У обеих разновид- 


ностей ] 
У. резИз присутствуют ферменты синтеза гли- 


церина. 

Посл 
ет р в как А. А. м (1929) предложи- 
ки У. | еренциальной диагности- 
з рез$ и У. рзеи4оиБегси]05{5, отношение У. рез- 


ъ предме ье 
следований. Анализируя т ия 


82 а самом деле, по-видимому, 


ПОМян . . | 
тая выше глицеролдегидрогеназа оказалась локализь. | 
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представляет ‘собой селекцию рамнозапозитивных 
тантов. По данным ЕпдезБего (1957а), рамноза а 
тивные Мутанты У. резН$ начинают ПОЯВЛЯТЬСЯ свв 
дня инкубации с частотой 2,6.10-п. Это бо 
до 20-го дня роста. Затем количество мутантов умень- 
шается. 

Как показано далее Епо]езрего (1957Ь, с), клетки 
рамнозапозитивных мутантов окисляют рамнозу толь- 
ко в том случае, если их предварительно выращивают в 
ее присутствии. При росте же на среде с глюкозой эти 
клетки в отношении рамнозы первоначально ведут себя 
подобно клеткам рамнозанегативных штаммов и начи- 
нают окислять рамнозу только после 50-минутного кон- 
такта с ней; через 2 часа поглощение кислорода дости- 
гает максимума (очевидно, в течение первых минут про- 
исходит индукция субстратом соответствующих фермен- 
тов). Тем не менее рамноза окисляется неполностью, 
и одним из продуктов ее распада является 2-оксипропи- 
оновый альдегид. У «адаптированных» рамнозапози- 
тивных мутантов были обнаружены изомераза рамно- 
зы, катализирующая ее превращение в рамнулозу, и 
рамнулокиназа, фосфорилирующая рамнулозу с’ обра- 
зованием рамнулозо-!-фосфата. Попытки получить му- 
танты, синтезирующие только один из указанных фер- 
ментов, окончились неудачей. Поэтому Епоезбего счи- 
тает, что приобретение штаммом способности образовы- 
вать оба фермента — результат мутации лишь одного 
гена. 

Выше мы уже неоднократно указь 
процессы = углеводов у У. рез#з ме 
ся поглощением кислорода и уменьшением о ноНе 
ленных соединений среди продуктов распада. Ро” 

овании кислоро 
того, приводились данные об индуцир ХАНИВИН 
дом ряда оксидоредуктаз. Однако вопросы ге = 
терминального окисления мы подробно не т еволнбтО 
хотя с точки зрения энергетики и р в других 
обмена аэробных организмов © о. 
соединений они представляют ее по кото- 

Важнейшим, но не единственным РУ" ющих 
рому идет окончательное окисление я боновых кис- 
метаболитов клеток, является цикл И ны продукты 
лот, или цикл Кребса. Именно этим у 


игаются до 
обмена углеводов, жиров И АМИНОКИСЛОТ С иющаяся 
си воды, а химическая энергия, о я 


казывали на то, что 
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Рис. К 
с. 2. Схематическое изображение взаимосвязи обмена углеводов, 
(Воппег.7., Уагпег 7., 1968). 


ретически все реакции цик- 
лагодаря чему и достигается 
видов обмена (рис. 2) 
Е ЕЕ 
Ре. карбоновых кислот начинается с образо- 
оной кислоты, происходящего за счет кон- 


ла Кребса обратимы, б 
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‚дик АТФ. В 060 


обностью У, рез 
Затирувата” еще 0 
‘чай (0, также 
Вы упоминали 
фата 1. 






































денсации ацетил-КоА со щавелевоуксусной к 

Насколько пока известно, источниками. ой кислотой. 
ной кислоты у У. рез! могут являться щавелевоуксус- 
кислота и фосфоенолпируват — один из а 
дуктов гликолиза. Образование щавелево Е про- 
лоты за счет аспартата не требует И кис- 
ний, об этом говорилось в разделе о - ых поясне- 
ну аминокислот. Что касается т обме- 
2 ее в оксалоацетат связано с т 
же двумя путями (Вацен е. а. 


осфоено; 
фосфоенолпируват-- СО›-- Н2О = оксалоацетат- неорганический 


фосфор, 
фосфоенолпируват-+СО5- АДФ = оксалоацетат-+ АТФ. 


Первый путь катализируется ортофосфат: оксало- 
ацетат-карбоксилазой (фосфорилирующей), второй — 
ферментом, подобным ГТФ: оксалоацетат-карбоксила- 
зе (трансфосфорилирующей) и отличающимся от нее 
сродством к АТФ. В обоих случаях мы сталкиваемся со 
способностью У. резНз фиксировать СО» на уровне фос- 
фоенолпирувата; еще об одной реакции, сопряженной с 
и СО., также установленной Ваней с сотр. 
и мы упоминали, разбирая вопрос о синтезе кар- 
. и 
В свбю очередь одним из источников ац 
разования ацетил-КоА служит пируват, в 
при диссимиляции как углеводов, так и других соедине- 
ний, например аланина или цистеина. Специально рас- 
пад пирувата изучали Геуше с сотр. (1954). Ими уста- 
новлено, что покоящиеся клетки У: рез окисляют пи- 
руват полностью, в то время как экстракты из клеток 
образуют ацетат согласно уравнению: пируват+ '/ Оз— 
ацетат СО». Последнее свидетельствует о наличии У 


У. резз комплекса энзимов типа пируватоксидазы, за- 
аминпирофосфата. Однако 


етата для об- 
озникающий 


висимой, в частности, от ти 
кокарбоксилаза на скорость образования ацетата поч- 
ти не влияет (увеличивает ее всего ‘на 22%), из чего 
еуше с сотр. сделали вывод о способности У. резИз 
синтезировать тиамин. 
—_—_—_—_ 
И организмами, к чис- 


СО. гетеротрофным! 
У. резИз, нельзя смеш 
фным организмам. 


ивать с ассимиляци- 
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‹ислота в а. 

Образовавшаяся лимонная кисл га цикле Кребеа 

превращению в Цис-аконитовую киелоь 
подвергается Пр ] 
и далее, через изолимонную, в а-кетоглютарат, для че. 
: ы соответствующие ферменты — аконитат. 
го необходимы А а 
гидратаза и изоцитратдегидрогеназа (Н ДФ . ИХ на. 
личие у У. резИз установлено Защег и АЛ (1954). Он 
же показали обратимость действия указанных фермен. 
тов в присутствии углекислоты. В результате Защеги 
АЙ выявили еще один механизм фиксации СО, (типа 
С5+СО)). 

Последующее окисление а-кетоглютарата в конеч- 
ном итоге приводит к регенерации щавелевоуксусной 
кислоты и замыканию цикла. | 

Е. П. Голубинский с сотр. (1971 г.) показали способ- 
ность вакцинных и вирулентных штаммов У. рез#з 
окислять большинство промежуточных продуктов цик- 
ла трикарбоновых кислот, а именно щавелевоуксусную, 
уксусную, лимонную, изолимонную, а-кетоглютаровую, 
янтарную, яблочную и фумаровую кислоты. Из числа 
ферментов, катализирующих эти превращения, у У. рез- 
1$ в непосредственных опытах обнаружены сукцинатде- 
р - (Род, Вгуооо, 1960), малатдегидрогеназа 
(Е Голубинский, В. И. Борзенкова, 1970), изоци- 
тратдегидрогеназа (Е. П. Голубинский и -др., 1971а) и 
фумараза (Н. В. Коробейник, 1968). 

роме того, Е. П. Голубинский с сотр. (1971 г.) об- 


го количества молочной кислоты. 


цикла Кребса. Следует, о 


иссле ы 
> дователей, ди-и трикарбоновые 














. 


кислоты плохо проникают в клетк 
баег и АЛ (1954) установили внедрение радиоактив 


У. Несколько раньше 


ного углерода 2-С“-ацетата в цитрат укцинат 
а-кетоглютарат и выделили из клеток некоторые не 
болиты цикла. 

В заключение надо отметить, что интенсивность ре- 
акций цикла трикарбоновых кислот у У. рез $ несколь- 
ко ниже, чем у ЕзсНемеШа сой или Согупефас{ег ит 
сгеаНпоуегапз. Этим и объясняется высокий внутри- 
клеточный фонд метаболитов цикла и соответственно 
весьма значительный уровень эндогенного дыхания у 
У. резИз. Правда, последнее не препятствует окисле- 
нию экзогенных субстратов. 

Об обмене других соединений у У. рез, в частно- 
сти липидов, нам известно очень мало. Можно лишь 
указать, что способность к гидролизу липидов (В. И. Ры- 
кова, И. В. Домарадский, 1963; И. В. Домарадский 
и др., 1963) у нее отсутствует. Рано специально гово- 
рить и о регуляции метаболизма у У. резз, поэтому 
некоторые ее аспекты мы разбирали по ходу изложе- 
ния основных данных по физиологии микроба. 











Глава Н 


МУТАЦИОННАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ 


В изменчивости организмов важное место занимает 
мутагенез. Термин «мутация» впервые был введен в 
1890 г. де Фризом для обозначения внезапных изме- 
нений генотипа у высших растений. И хотя явление из- 
менчивости у бактерий было обнаружено давно, про- 
шло немало времени, прежде чем теория мутации на- 
шла свое применение по отношению к бактериям. Как 
и у высших организмов, мутации у бактерий — это на- 
следуемые изменения генетической информации, не свя- 
занные с рекомбинацией генов и проявляющиеся в ви- 
де изменений тех или иных признаков. 

Мутации делят на спонтанные (естественные) и ин- 
дуцированные. Однако при этом понятие спонтанности 
не равнозначно беспричинности. К спонтанным относят 
те виды мутаций, которые возникают у организмов без 
преднамеренного воздействия со стороны эксперимен- 
татора. Частота спонтанных мутаций обычно очень низ- 
ка и выражается величинами порядка 10-4—10-10 на 
одну бактерию в единицу времени или на одну гене- 
и (Н. Н. Жуков-Вережников, А. П. Пехов. 1963). 
а а И мутации чаще называют есте- 
тан О в. установление многочисленных му- 
О ЕН проливает свет на причину спонтан- 
НИЕ На нь и позволяет объяснить их воЗ- 
среды и прод рганизм различных факторов внешней 

уктов метаболизма клеток. 
ных признаков, отно ой Иаеледуемость изменен 
рования каждого из и т Пс: 
› наконец, разнонаправлен- 


внимание возмож 
ы ность не 
условий для развити достаточно благоприятных 


ОНИ НОЗВИКанИ то я мутантов в популяции, в которой 
ния мутантной вероятность выживания и обнаруже- 
Ой клетки еще более уменьшается. 
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ые) и ин: 
нтанности 
м относят 


Частоту ‘спонтанных мутаций можно существенно 
повысить путем воздействия на микроорганизмы раз- 
личными мутагенами. Возникающие при этом мутации 
называют индуцированными. Мутагенами могут быть 
ентгеновы и ультрафиолетовые лучи, аналоги природ- 
ных азотистых оснований, целый ряд химических ве- 
ществ — от простых неорганических до сложных ор- 
ганических соединений, антибиотики и даже такие 
жизненно необходимые вещества, как аминокислоты 
(Э. Фриз, 1964; А. Г. Скавронская, 1967. и др.). | 

На чумном микробе в качестве мутагенов испыты: 
валось сравнительно небольшое число физических и хи- 
мических агентов. Различные исследователи ‘изучали 
их влияние на ферментативную активность, потреб- 
ность в питательных веществах, чувствительность к 
антибиотикам и вирулентность. Однако последний при- 
знак, по мнению всех экспериментаторов, является по- 
лигенным и настолько вариабельным, что трактовка 
результатов опытов крайне затруднительна. Поэтому на 
первом этапе исследований наиболее доступно изучение 
мутагенного действия различных факторов на менее 
сложные признаки, такие, как антибиотикорезистент- 
ность и зависимость от питательных веществ. Наиболь- 
шее число работ посвящено селекции ауксотрофных 
мутантов возбудителя чумы. Этот вид мутантов оказал- 
ся весьма полезным как для выяснения путей синтеза 
микроорганизмами некоторых органических ‚веществ, 
так и для изучения рекомбинаций и мутаций у бак- 
терий. 


МУТАГЕННОЕ И ЛЕТАЛЬНОЕ ДЕЙСТВИЕ НЕКОТОРЫХ 
ФИЗИЧЕСКИХ И ХИМИЧЕСКИХ АГЕНТОВ 


В подавляющем большинстве исследований о мута- 
тенном действии различных факторов на чумной мик- 
р0б судили по изменению ограниченного числа призна- 
Ков — ауксотрофности и антибиотикоустойчивости. В не- 
которых случаях у выделенных. мутантов изучали 
и другие, неселективные, признаки (вирулентность, зи 
муногенность, ферментативную активность в р: 
Углеводов и спиртов и некоторые другие свойства). тр . 
менение рентгеновых лучей было направлено на ее 
Чение мутантов возбудителя чумы, утративших ил 
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ЗИВШИ 
ГО\5, 


чей затрудняют их шир 
чумного м 


мутаций у 


Г ость 
х вирулентн 
Васоп, 1958, и др.). 
ответствующей аппаратуры 
помещений И длительного 


(Л. 






Н. Классовский, 1959; Ву. | 


Однако необходимость со- 


‚ 


воздействия рентгеновых лу- 


специально оборудованных | 


окое применение для индукции 
икроба. 


Из химических мутагенов малоактивными оказа; 


лись уротропин, 


нов, 1968) и 8-азагуанин ( 


ф 


уретан, 


ормальдегид (В. М. Степа- 


Ю. Г. Сучков, Е. П. Голубин- 
ский, 1967, 1969). С помощью этих веществ удавалось. 


индуцировать лишь единичные ауксотрофные мутанты. 


Аналогичной 


эффективностью обладали и УФ-лучи. 


После их воздействия на клетки У. рез стрептомицин- 
устойчивые мутанты не появлялись, а ауксотрофные об- 


наруживались 


ЛИШЬ 


с 


низкой . частотой (п.10-) 


(В. М. Степанов, 1968; И. Л. Мартиневский, 1969; 
Ю. Г. Сучков, Е. П. Голубинский, 1969). Существенно 
повысить частоту мутаций по признакам метионинне- 
зависимости, фенилаланиннезависимости и устойчиво- 
сти к мономицину и стрептомицину удалось Ю. Г. Суч- 
кову с сотр. (1970) в результате воздействия УФ-лучей 


на синхронизированные культуры 


вакцинного штамма 


ЕУ. И. Л. Мартиневский (1972) с помощью ультрафио- 


летовой радиации получил 1оп-подобные мутанты из 
вирулентного штамма возбудителя чумы. 


Гидроксиламин и 5-бромурацил в опытах по полу- 


чению метионинйезависимых И 


вых мутантов 


(Ю. Г. Сучков, Е. 


в процессе п 
устойчивости 


прототрофности < 
ровская, 1967, и 


вообще 


я . П. Голубинский, 
Утагенное действие антибиотик 
мя не вызывает сомнения. Известн 

риобретения мутаци 
в присутствии анти 


ли стрептомицинустойчи- 
оказались неактивными 
1969). 


ов в настоящее вре- 














саму 


; 







































































































































метиониние. 
_ устойчиво 
› Ю. Г.С. 
я УФ-лучей 
ого штамма 
ультрафио: 

ТЫ 13 


и 


я 


свенное (в 5—10 раз) повышение частоты 


Е : появлени 
евертантов У культур, пассированных на средах с д 
тибнотиками, по сравнению с культурами, которые пе- 


ресевали на среде без ‚лекарственных веществ. Моно- 
мицин И канамицин обладали большим мутагенным 
эффектом, чем стрептомицин. Несмотря на это, изучен- 
ные антибиотики, видимо, тоже не могут быть причис- 
лены к активным мутагенам по отношению к возбуди- 
телю чумы. 

Наиболее результативными оказались опыты по изу- 
чению мутагенного эффекта азотистой кислоты и осо- 
бенно нитрозометилмочевины. На этих мутагенах целе- 
сообразно остановиться более подробно. 

Азотистая кислота. Механизм ее мутагенного дейст- 
вия изучен сравнительно хорошо. Он сводится к дез- 
аминированию оснований — гуанина, цитозина и аде- 
нина — с частотой, убывающей в порядке их перечисле- 
ния (Э. Фриз, 1964). Возникающие при этом мутации 
представляют собой простые замены, исходящие пре- 
имущественно от пары гуанин—цитозин. 

На модели чумного микроба было изучено как мута- 
генное, так и летальное действие азотистой кислоты. 
По данным Ю. Г. Сучкова и Е. П. Голубинского (1969), 
гибель чумных бактерий под действием азотистой кис- 
лоты наступала экспоненциально, но ей предшествовал 
непродолжительный (1—2 минуты) период. замедлен- 
ного отмирания клеток, что. характерно и для кишеч- 
ной палочки. С целью определения мутагенного эф- 
фекта эти же авторы исследовали бактерии штамма 
ЕУ, обработанные азотистой кислотой. В 9 опытах уда- 
лось изолировать 21 стойкий ауксотрофный мутант (ча- 
стота обнаружения ^ 10-7). Из них | зависел от ар 
гинина, 4—от валина и изолейцина, 1— 0Т п 
3—от гистидина, 1— от метионина, 2— от Я 

— от треонина, 1— от триптофана и т ы Ста 
У 5 мутантов питательные потребности не ОН Ари 
новлены. В опыте с вирулентным штаммом .® ЕЕ 
исследовании 1.108 клеток было а 
трофных мутанта: с зависимостью от аспараг 


е- 
Е й и треонина. Спе: 
Глютаминовой кислоты, от лейцина Р азотистой 


ий 
ЦИ ндукции мутац Е : 
фичности в отношении индукция, установлено: иден 


кислотой в определенных локусах зависимость от 
тифицированные мутанты (19) имели 


| различных аминокислот. -. 

















вина. Мощное мутагенное дейст. 

и мочевины (НММ) впервые было 
вие ее - на дрозофиле И. А. Рапопортом (1966). 
Не способности вызывать в сотни и тысячи раз 
Е маки по сравнению с радиацией и многими 
а веществами НММ отнесена к классу «су. 


пермутагенов». 







Работами на актиномицетах было ВИ что м. 
эффект этого соединения сильно зависит от рН среды. аксималь- 
ное летальное и мутагенное деиствие НММ в опытах на актино- 
мицетах и высших растениях проявляется в кислых растворах, 
снижается в нейтральных и почти отсутствует в щелочных. Такая 
зависимость позволила предположить, что влияние НММ на клетку 
сопровождается реакциями алкилирования и дезаминирования ос- 
нований ДНК. 


На чумном микробе И. В. Ряпис с сотр. (1971а) 
получили данные о влиянии условий обработки бакте- 
рий НММ и физиологического состояния клетки на ки- 
нетику инактивации микробной популяции. Авторы изу- 
чили два варианта чумного вакцинного штамма ЕУ 
(дикий ауксотрофный штамм и его прототрофный му- 
тант) и один высоковирулентный штамм (№ 773). Кри- 
вая инактивации бактерий в первые 4 часа выражается 
экспонентой. Установлено, что в течение 6 часов суще- 
ствует прямая пропорциональная зависимость между 
концентрацией мутагена и числом инактивированных 
клеток. При этом оба варианта вакцинного штамма об- 
ладали одинаковой чувствительностью к мутагену ине 
отличались от вирулентного. 


с авлевиь инактивирующего эффекта НММ ‹су- 
- Е влияние оказала температура. Так, через 
5% бактерий. при а при 4° выжило 44,5 
ети — 104,39 О 
а = 40° — всего 1,50,22%, №, при 37° — 4,7+1,5%, 
н Е 
РН о деиствие мутагена зависело и от 
(РН 8,0) а кислой (рН 4,0) и щелочной 
4% оответственно) делся слабый эффект (6,8 и 
дило главным образом ние бактерий происхо- 
водоро 
а № Начин 5,0, ин Е 
М возрастало (36.1%)! активирующее 
10 


симума при рН 6,0 и 7,0 (76 и 79%) 


й чт ; 
бактерий к НММ т © чувствительность чумных м и 
чялась в различных фазах раз- д м 


рааь | 
м6 (И 





















торы из)- 
амма Е\ 
рный м 
73). Кри: 


| ажается | 


вития клетки. При переходе из покоящегося сост 
в лог-фазу чувствительность микробов к мутаг ояния 
осла почти в 2 раза; наибольшему мы 


Е / ВЛИЯНИЮ 
вергались клетки в экспоненциальной фазе НММ под- 


Таким образом, инактивирующий эффект НММ 

висел от концентрации мутагена, продолжительность : 
его воздействия на бактерии, температуры и рН с В. 
а также от фазы развития клеток. Полученные = 
использованы для индукции мутаций у чумного микро- 
ба (Ю. Г. Сучков и-др., 19716). Для получения ауксо- 
' трофных мутантов с помощью НММ были выполнены 
| опыты на диком ауксотрофном и мутантном прототроф- 


|| ном вариантах штамма ЕУ. В каждом из них после 
: 


обработки мутагеном анализировали от 0,8.108 до 
3,7.106 жизнеспособных бактерий. У обоих вариантов 
образовывались ауксотрофные мутанты под действием 
НММ примерно с одинаковой частотой — 3,3.10-5 для 
исходного и 7,7.10-5 для прототрофного варианта. 
| При изменении условий обработки бактерий НММ 
| (0,1% мутагена вместо 0,01%’ экспозиция 2 часа вме- 
сто 18 часов) инактивирующий эффект возрос почти в 
1000 раз, а частота обнаружения ауксотрофных мутан- 
тов увеличилась более чем в 600 раз и составила ве- 
личину 6,9.10-3 (И. В. Ряпис, 1971). Большинство вы- 
’  Деленных мутантов оказались стойкими ауксотрофами, 
и лишь 6% клонов реверсировали к исходному фено- 
| типу. 
| Питательные потребности образовавшихся  ауксо- 
| трофных мутантов были довольно разнообразны, хотя 
можно отметить, что из штамма № 1300 селекциониро- 
вали преимущественно аргинин- и пуринзависимые м 
танты. Около 50%’ ауксотрофов, полученных из р 
| трофного варианта штамма Е\, приходилось се =: 
р Танты с блоком синтеза серусодержащих аминокислот, 
Е = дикого ва гих изолировали арги 
рианта чаще дру ющие_ло- 
| ниновые мутанты. По-видимому, соответству Вы 
кусы изученных штаммов оказались более м нанею а 
ными к мутагенному действию НММ по ср 
другими. - 

Кроме одинарных ауксотрофны 
| явлены двойные: 18 зависимых от 
| фана и 16 — от изолейцина и вали 
ных двойных мутантов наблюдали то- 
ному фенотипу с частотами 107— 


х мутантов, были вы- 
тирозина и трипто- 
на. У всех изучен- 
реверсии к исход- 
8 и никогда не 
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и антибиотико я 
Частота В микроба (штамм 


стречаемост 773) 






Частота мутантов › 10-8 ая 





биотика 


ация анти 
Концентра (в мкг/мл) 


В селективной среде 





контроль 














6 425,8 | 3845,5 | 335 | —1000 
Пенициллин 15 01 0 0 215-13 
55 29-1, | 3,5517 20-4 = 10009 
Стрептомицин 50 0 0 0 200-13 
50 31016 [292415 126815 | —1000 
Мономицин 100 9+3 0 5+2 270-15 


И И ЕЕ 

10 — мутанты не обнаружены. 
наблюдали утраты зависимости только от одной из ами- 
нокислот. Аналогичным образом вели себя изолейцин- 
валинзависимые мутанты, индуцированные азотистой 
кислотой. Следовательно, более обоснованным является 
предположение об одноступенчатом мутировании изо- 
лированных двойных биохимических мутантов чумного 
микроба. : 

Поскольку описанные исследования мутагенной ак- 
тивности различных химических и физических агентов 
проводились разновременно, сравнительная оценка изу- 
ченных мутагенов в значительной мере затруднена. Оп- 
ределенный интерес с этой точки зрения представляет 
серия одновременных опытов, выполненных Ю. Г. Суч- 
и г.) с различными мутагенами 

Работа а. ИТ рОЗОВетилмОНеВиИ). 
ба — вакцинном и ви не штаммах чумного микро- 
пользовано 8 а уксотрофиых м. № 773. Кроме того, ис” 
дуцированных НММ. С х мутантов У. резз Е\, ин- 
обратных мутаций о ВЕТ тот 
ки бактерий НММ На с в основном после обработ- 
штамма Е\У обнаружен т. ауксотрофных мутантах 
тистой кислоты. Однако те мутагенный эффект азо- 

ы стота встречаемости ревер- 


б 25 

о мое применения НМО 7 
наглядн : 

тах с индукцией дные результаты получены в опы- 


=")  антибиотикоустойчивых мутантов 


устойчивых мутантов чумном || 
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штамма № 773 (табл. 11). После обработки 
азотистой кислотой достоверно возросло число вариан- 
тов, резистентных к стрептомицину, но не изменилась 
встречаемость пенициллинустойчивых и мономицин- 
устойчивых мутантов. НММ оказывала наиболее вы- 
раженный эффект как по количеству индуцированных 
вариантов, так и по степени их резистентности по отно- 
шению ко всем трем антибиотикам. 

Следовательно, среди испытанных мутагенов наибо- 
лее эффективной оказалась НММ. Более слабым эф- 
фектом обладала азотистая кислота. С помощью УФ- 
радиации при летальной дозе от 50 до 99,9% в этих 
опытах не удалось изменить частоту естественного му- 
тирования у изученных штаммов чумного микроба по 
признакам устойчивости к антибиотикам и обратных 
мутаций от ауксотрофности к дикому фенотипу. 


бактерий 


ОСНОВНЫЕ БИОЛОГИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА МУТАНТОВ 
ЧУМНОГО МИКРОБА 


Мутационное изменение какого-либо признака мо- 
жет сопровождаться вариациями других свойств какза 
счет плейотропного действия мутации, так и за счет 
коррелятивной связи между некоторыми функциями 
клетки. Известно, что повышению питательных потреб- 
ностей у микроорганизмов различных видов, в том чис- 
ле и у чумных бактерий, нередко сопутствует пониже- 
ние вирулентности и количественное или качественное 
изменение антигенного состава бактерий (В. Г. Петров- 
ская, 1967). Однако не выяснено, существует ли при 
этом функциональная зависимость между характером 
питания и продукцией отдельных антигенов или такая 
Связь случайна и является следствием двух или более 
независимых мутационных событий в разных локусах. 

сестороннее исследование возникающих мутантов с 
этой точки зрения крайне необходимо и представляет 
Значительный интерес. 

Сравнительное изучение ауксотро Е 

. резИ5 по морфологическим, культуральным а 
химическим свойствам (Б. Н. Мишанькин, : т 
ков, 1970) показало, что в основном они не Е 
ОТ клеток дикого типа: не ферментируют А 
рамнозу, сахарозу, лактозу, мочевину, и ыы 
Расщепляют глюкозу и арабинозу, обладают денитр 
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фных вариантов 








фпинруоший о потрифиирующей акиоостьо а ва 
лючением двух мутантов, утративш а НИ- 
трификации), лизируются чумным и о еркулез- 
ным поливалентными бактериофагами. Это совпадает 
с данными В. М. Степанова (1968) о том, что появле- 
ние ауксотрофности у штаммов возбудителя чумы обыч. 
но не отражается на их культурально-биохимических 
свойствах. Впрочем, один цистеинзависимый мутант, 
полученный после воздействия НММ (И. В. Ряпис идр., 
19716), не образовывал типичных колоний на некоторых 
сериях агара Хоттингера и замедленно (на 5—6-й день) 
ферментировал маннозу, ксилозу, арабинозу и галак- 
тозу. 

Таким образом, дополнительная потребность в пи- 
тательных веществах обычно не сопровождается из- 
менением морфологических, культурально-биохимиче- 
ских свойств и чувствительности к бактериофагам. 

Б. Н. Мишанькин и Ю. Г. Сучков (1970) занима- 
лись также изучением активности альдолазы — одного 
из ферментов гликолитического пути усвоения углево- 
дов —у ауксотрофных мутантов, полученных из двух 
вариантов У. рез Из ЕУ и вирулентного штамма № 1217. 
Активность альдолазы была достоверно снижена по 
сравнению с диким типом у 28 мутантов из 31 иссле- 
дованного. Наряду с этим авторы на семи штаммах по- 
казали, что спонтанная изменчивость чумного микроба 
к прототрофности не сопровождается снижением актив- 
ности альдолазы. 

Ю. Г. Сучков с сотр. (1971а) изучили содержание 
некоторых специфических для чумного микроба анти- 
генов (фракции Ги П) у 23 выделенных ауксотрофных 
мутантов. Кроме того, ими был определен антигенный 
состав отдельных мутантов методом двойной диффузи- 
онной преципитации в геле. 
ак оличественная оценка фракций Ги П у исследо- 

ных ауксотрофов и их ‘родительских штаммов в ре- 
тв нейтрализации антител показала, что содержа- 
ее достоверно снижено, в То 
на (фракция П) не и: о 

) аружено. 
быв от И у тех же ауксотрофо 
ВУ наблюданое 0 › Тогда как у исходного штамма 
ь линий. У мутантов, нуждающихся 


В изолей 
еищине и валине, гистидине, цистине, пролине, ко- 
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факторах роста приведен в | гда, 






будителя в 
этого ра лишь укажем, что В итоге среди мно. 
а Еы чых диких вирулентных штаммов возбу. 





жества изучен 
дителя чумы 
аминокислот в разн 





обнаружены зависимые от нескольких 
ых сочетаниях, включая Фенилала. 
нин, тирозин, серин, вали 
нин, метионин, Я ее © с 
изолейцин, ай О в отношении таких штам. 
т. АЕ доказанным отсутствие непосред- 
м ‚лентности с аминокислотной по- 
ственной связи их вирулен - т 
требностью. В опытах В. М. Степанова (1968) 
вопреки первоначально сложившимся представлениям 
(И. Л. Мартиневский, 1969) дополнительная зависи- 
мость бактерий от многих испытанных аминокислот 
также не имела прямой связи с вирулентностью. Вме- 
сте с тем Вшго\з и Васоп (1958) было определенно 
установлено, что большинство пуринзависимых мутан- 
тов возбудителя чумы утрачивают вирулентность. Авто- 
ры объяснили это отсутствием свободных пуринов в 
организме животных, а следовательно, невозможностью 
бактерий размножаться в месте их инокуляции. Позд- 
нее Вгиракег (1970) выяснил, что вирулентность пу- 
риндефицитных мутантов зависит от локализации ме- 















таболического блока. Вирулентность не менялась при Позидимому 
локализации блока до образования Че поуо инозинмо- чеки других | 
нофосфата (ИМФ), но резко падала (в 106—107 раз) т узмеров змене 
при блоке между ИМФ и гуанинмонофосфатом. одно нЕ. Г 

Иммуногенность некоторых индуцированных ауксо- А ты 
Е мутантов вакцинного штамма У. резНз ЕУ\У ИЯ КО 
и проверена на белых мышах (Ю. Г. Сучков и др., Инаками, т 
— а). Два изолейцинвалинзависимых мутанта, один _ а 

цинзависимый и один тирозинзависимый сохранили ЧА 
иммуногенность дико и 
с го штамма. Иммуногенность ги- 
па В двух пуринзависимых мутантов бы- м 
и за счет плохой приживаемости бак- | 

Значительно меньше 
ферментати 
нированные 
ерментативные 
знакам (культура 

ЛЬ 
Чумному и псев | 
лентности) не Е 
и А 

т. Николаенко, 1969) ОТ родительского штамма “а \ 
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модействие некоторых из них с определенными основани. 

ями ДНК. Так, было выявлено, что многочисленные алки. 
лирующие соединения реагируют преимущественно с гу. | 
анином; азотистая кислота дезаминирует аденин и цито. | 
зин, а гидроксиламин избирательно изменяет цитозин о 
(Э. Фриз, 1964). Однако, по мнению ряда авторов, В ТОМ 
числе одного из ведущих специалистов в области му- 
тагенеза — Ш. Ауэрбах (1966), возможность использо- 
вания избирательного взаимодействия некоторых ве- 
ществ с определенными элементами ДНК для индукции 
мутантов с заданными свойствами весьма проблематич- 
на. По данным Р. И. Салганика (1969), значительно 
большие перспективы для направленного мутагенеза от- 















































И 
крываются в связи с установлением локального повы- | ия несколько 
шения чувствительности ДНК к мутагенам. В частно- ле Тбоблучению И 





сти, было выявлено, что в местах репликации ДНК, где 
происходит нарушение ее вторичной структуры, наблю- 
дается повышенная чувствительность реплицирующих- 
ся участков к мутагенам. Введение формальдегида или 


зав бульюн Хот 
зе 18 часов, а За 
‘ином (50 мкейма 




















гидроксиламина в среду с синхронно растущими клет- 2 ла 
ками кишечной палочки в различные моменты лаг-фа- м робу 
зы приводило к преимущественной индукции определен- и 94а, (краще 
ных мутаций, т. е. фактически к направленному мута- л За Чет мень 
генезу. АНепБеги (1966) обнаружил связь между вре- к [1% ее 
менем репликации хромосомы и выходом определенных ав фа 
мутантов после воздействия нитрозогуанидином. Пол- ь ба ОПЬте 
ный цикл репликации хромосомы ЗфарНу1ососсиз аигеиз М Зи ери т 
продолжался 60 минут, и за это время автор опреде- ь а а 
лил локализацию 8 генов: Позже (1969) он же устано- о №, о па 
вил локализацию еще 7 генов у 6 штаммов $. аигеиз В, м 
(у всех штаммов последовательность генов была оди- К | 
наковой). Генетическая репликационная карта одного о 2 ра 
штамма кишечной палочки, полученная воздействием а а 
нитрозогуанидина, полностью совпала с картой Е. со- ® А.В у 
| К-12, составленной методом прерванной конъюгации д ) 






(Сегаа-Оппедо, Напахай, 1968). Следовательно, новый 
метод картирования дает возможность изучать локали- м 
зацию генов на хромосоме тех бактерий, у которых не 

обнаружен процесс конъюгации. 





у * 
Поскольку для возбудителя чумы лишь недавно вы- м АЛ 
явлена конъюгационная система, позволяющая надеять- А Ы 
ся на ее перспективность для целей картирования хро- м ха 
мосомы (О. А. Проценко, 1972), Ю. Г. Сучковым с сотр. : и ом № 
(1970), Ю. Г. Сучковым и Б. Н. Мишанькиным (1972) | а 
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была предпринята попытка локализовать некоторые ге- 
ны с использованием метода индуцированных мутаций. 
С этой целью синхронизированные голоданием и хо- 
лодовым шоком клетки вакцинного штамма ЕУ р|е- 
те! $$ 1101° инкубировали в синтетической среде 
№ 199 и в разные сроки лаг-фазы подвергали воздей- 
ствию 170=25 эрг/мм? УФ-лучей или 0,01% НММ с 
экспозицией 30 минут. Сразу после облучения бактерии 
высевали на две синтетические среды: с фенилалани- 
ном, но без метионина (для выявления те{+-мутаций) 
и с метионином, но без фенилаланина (для выявления 
рпе+-мутаций). Поскольку после мутагенного воздейст- 
вия для формирования антибиотикоустойчивых Форм 
требуется несколько циклов деления бактерий, подверг- 
нутые УФ-облучению и отмытые от НММ клетки поме- 
щали в бульон Хоттингера, инкубировали при 28° в 
течение 48 часов, а затем высевали на среды со стреп 
томицином (50 мкг/мл) и мономицином (50 мкг/мл). 

В опытах 1 и 2 лаг-фаза длилась около 10 и 8 часов 
соответственно. Пробы для облучения брали с интерва- 
лом 2 часа. Сокращение лаг-фазы в опыте 2 произо- 
шло за счет уменышения экспозиции клеток в охлаж- 
денном (--4°) фосфатном буфере с 18 часов (опыт 1) 
до 3 часов. В опыте 3 в качестве мутагена применили 
НММ, а бактерии перед контактом с ней выращивали 
при аэрации в аппарате с горизонтальным вращением 
(90 об/мин), что позволило сократить лаг-фазу до 
6 часов. 

В табл. 12 представлены результаты определения 
частоты встречаемости мутантов после обработки клеток 
мутагенами. В опыте 1 максимальные частоты выявле- 
ны для шопт через 0 часов, для те{+ и рНе+ через 6 ча- 
сов и г через 8 часов инкубации клеток в синтетиче- 
ской среде до мутагенного воздействия. Однако для 
рне+ и шопг мутантов нарастание их числа не явля- 
ется статистически достоверным, поэтому по результа- 
там этого опыта можно допустить лишь такую схему 
репликации хромосомы: тей... $. По приведенным 
результатам нельзя было установить последовательность 
топ и р|е локусов. В повторном опыте с использо- 
ванием УФ-лучей достоверное повышение частоты встре- 
чаемости рИе+ мутантов наблюдали У бактерий в воз- 
расте 4 часов, те{+ мутантов — 6 часов, а ит —в воз- 
расте 8 часов. Следовательно, в данном случае выявле- 
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ечаемости мутантов после воздействия на 


Частота в ф-дучами (опыты 1, 2) и НММ (опыт 3) 


бактерия 


Частота встречаемости мутантов на 10° живых бак. 
терий -Е То» 




















Возраст ето ее 
Опыт культуры 
(5 часах) мене | рвет зыт | топг 
42| 2,53+0,56 | 0,75+0,41 | 8,4429 
= [а ооо | 
0,71-=0,14 | 2,20+0,32 | 0,5 +0, АНЫ 
1 6 2,52--0,37 ЗБЕОМВ м + те р Я 
240.04 | 0,72+0,0 0-2, ЗЕ, 
а = 0.254023 | 53413 
о | 01140,05 | 6.04192 | 0,5 0,32 — 
4 0,56-0,37 | 18,117,24 | 1,3 40,45 = 
2 6 0,9640,27 | 3,240,7 | 0,9 +0,45 — 
8 0,07+0,04 | 1,68+0,34 | 555 41,32 == 
10 0,09+0,04 | 1,4240,20 | 0250,23 — 
Е НЫ ИЕ ое ее 
0,5 0 т 0 29,15 1,5 
1 0 1.26+0,18 0 3,2-1,0 
2 0 1,900,46 0 1,2-0,5 
$ 3 0 2,20 0,58 0 5541,3 
4 0,25-0,07 | 1,370.27 0 1,2-0,5 
5 0,10-=0,05 | 1,23 0,29 0 2,9-0,9 
6 0 0,8540,17 0 2,0-0,7 


Примечание. Значок — 


означает, что исследование не произ- 
водилось, 0 — мутанты н 


е обнаружены. 


на последовательность пе 5 
максимальный выход зт 
нее. В опыте 3 в качестве 
зометилмочевин 


. ре. Как и в опыте 1, 
мутантов наблюдался позд- 
мутагена применяли нитро- 
У. Достоверный максимум топг мутан- 
инут, рНе+ — через 2—3 ча- 
В этих условиях постановки 
ыявить зи" мутантов. Таким 
окусов, кроме поп, было ус- 
двух независимых экспери- 
м разных мутагенов. 

сем трем опытам, авторы допускают 
довательность расположения локусов 
ного вакцинного штамма Е\У: поп ... 


имум в 
ментах с применение 


Подводя итог в 
следующую после 
на хромосоме чум 
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рне ВЕ Ее. 3: Расстояние между локусами п 

и ме по-видимому, меньше, чем между В ри 
и ре, а также те и ${г. В пользу От ее 
жения локусов рпе и те свидетельствуют ты 
опытов Ги 2, в которых о. 
вышение частоты встречаемости рпе+ и ЕН о 

Поскольку у авторов нет уверенности в том, что в 
их опытах всегда имели место истинные обратные, а 
не супрессорные мутации, установленная локализация 
четырех генов на хромосоме чумного микроба является 
ориентировочной и нуждается в последующем уточне- 
нии, особенно в расположении локусов рпеР и шеЁ. 

Заканчивая главу, попытаемся суммировать наибо- 
лее важные, на наш взгляд, положения. 

Среди испытанных на чумном микробе мутагенов 
наибольшей эффективностью при индукции антибиоти- 
коустойчивых и ауксотрофных мутантов обладает ни- 
трозометилмочевина. При одинаковых условиях обра- 
ботки этим препаратом двух вариантов вакцинного 
штамма ЕУ и вирулентного штамма чумного микроба 
наблюдались близкие значения частот мутирования. 
Обнаружена определенная специфичность в выходе аук- 
сотрофных мутантов, которая определялась генотипом 
родительского штамма. Воздействие ультрафиолетовой 
радиации ИЛИ нитрозометилмочевины на синхронно 
развивающуюся популяцию чумного микроба в отдель- 
ные моменты лаг-фазы выявило преобладание мутантов 
определенного вида. Тем самым показана принципи- 
альная возможность картирования хромосомы чумного 
микроба методом индуцированного мутагенеза на син- 
хронно растущих клетках этого микроорганизма. 













Глава И! 


РЕКОМБИНАТИВНАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ ВОЗБУД 
ЧУМЫ 


Наряду с мутационной изменчивостью микроорга. 
низмов существует и так называемая комбинативная 
изменчивость, обусловленная перераспределением ге. 
нетической информации родителей в потомстве. У бак- 
терий этот тип изменчивости выявлен сравнительно не- 
давно и назван рекомбинацией. Передача наследствен- 
ной информации от донора реципиенту в данном случае 
осуществляется за счет трех специфических механиз- 
мов: трансформации, трансдукции и конъюгации. 


ТРАНСФОРМАЦИЯ 


Явление транс 
вестных в настоящее время 


цесс, при котором часть свобо 
проникает и вступает в реком- 
бинацию с что приводит к обра- 
рыми свойствами донора. 


было изучено на пневмо- 


иго Удителя чумы были малоуспешными. 

удалось ах по Ие В. Домарадскому, 1971) не 

Н олучить трансформанты, ке как 
`Н. Классовскому и Л. И 
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ложительно отнесли к трансформантах Е 

тем что опыты проводили не с очищенной - а: 

| ормационное происхождение описанных ВК транс- 

° ляется спорным. С равной долей роте ариантов яв- 

| новение можно объяснить и мутациями = ее. 
;. ствием 
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продуктов метаболизма, которы 
у ‚ ё мог: 
НИХ. | гли быть в филь- 


Г. М. Орлова с сотр. (1971) предприняли попытку 


ТИК 
ао трансформировать у чумного микроба протот 
ет способность к синтезу специфического капсу и: 
ем т тигена (фрак Г пс ‹ а 
х ракция [ по Бекеру) и стре 
ПТО ‚стой 
вы и. у) рептомицинустойчи- 
Е ыли стрептомицинчувствительные 


тельно № варианты чумного микроба (штаммы ВУ № 1230. 1230-А 
1253), зависимые от двух аминокислот (метионина и 

ГМ Слуща фенилаланина), и варианты, не способные к синтезу 
капсульного антигена (штаммы ЕУЕ!`, № 1230-А и 


Е 
р 
З 
= 
= 


механиз- 
ИИ, ® 1253). Их выращивали в присутствии ДНК донорского 
’ штамма ЕУ, обладающего фракцией 1, прототрофно- 
} стью и стрептомицинустойчивостью. Как и отдельные 
реципиентные штаммы (ЕУ и ЕУЕ!), донор был нега- 
ругих в НЫ по отношению к глицерину. Препараты ДНК 
вре | мели следующие показатели: М/Р-—1,8, вязкость — 66, 
еско : ' молекулярный вес —7,4-108, Езво/Еззо=21. Авторами 
чен п” — было выполнено 58 опытов, каждый из которых вклю- 
и-Донор чал от 4 до 10 вариантов, представляющих собой ком- 
реки — бинацию различных условий (возраст культуры, про 
К обра" | должительность экспозиции с ДНК, состав среды, ко 
донор. личество исследуемого материала и некоторые другие). 
пневмо” В большей части экспериментов антибиотикоустой- 
ружены, в ряде 


ь в ОПыТНнЫх И 


личиых —  Чивые бактерии вообще не были обна 
тотой. 


случаев устойчивые формы встречалис о 
с одинаковой час 





но" контрольных пробах примерно 
чум р р ‹олеба- 
р Я ри этом. отношения частот их. встречаемости и, 
: гейе” лись от 0,6 до 2 и не были статистически а а 
я . Только в 4 случаях резистентные варианты о ЕЕ 
Тм | вались в опытных пробах в количестве, т И 
и ие Е их‘ Число во контро 
ак | табл. 13). . ес представ- 
е ы По мнению авторов, наибольший иных |, табли- 
)). 100" ляют результаты последних трех ев и тем же пре- 
ИИ, Це экспериментов, выполненных с ОА нстентных колонии 
и й | паратом ДНК. Различия в числе р случае статистиче- 
у и ' в контроле и опыте были в данном ^ > 

е’ | ски ы 
Ор й достоверными. 105 
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Таблица 8 


Результаты некоторых опытов по передаче стрептомициноустойчино, 


от штамма ЕУ 


Частота встречаемости ус- 





нцентрация тойчивых бактерий среди 
Реципиентные рептомици, Е Отношение 
пламмы | еек Е 
(в мкг/мл) опыт контроль ь. 
—_ 
БУ зи 100 0,73 <0,15 >49 
№ 1230-А 19 37 333 1325 28,2 
№ 1230-А 10 75 000 247 33,6 
№ 1230-А 10 615 86 7.2 





При последующем исследовании полученного потом- 
ства оказалось, что все бактерии стрептомицинустой- 
чивы в значительно большей степени, чем аналогичные 
варианты, выделенные из контрольных проб. Каких-ли: 
бо изменений питательных потребностей не обнаруже- 
но. Большинство предполагаемых трансформантов из 
опыта с реципиентным штаммом № 1230-А, кроме 
стрептомицинустойчивости, приобрели способность об- 
разовывать фракцию 1, но сохранили прежнюю глице- 
ринпозитивность, отличающую их от донора. Анализ 
полученных результатов, по мнению авторов, дает ос” 
нование предполагать, что им удалось трансформиро- 
вать стрептомицинустойчивость и способность к синтезу 
специфического чумного антигена (фракция 1). Но в 
связи с тем что условия, необходимые для воспроизве- 
дения результатов, пока не установлены, чумной МИ" 
кроб лишь с большой оговоркой можно отнести к мик 
ааа, У которых трансформация обнаружена. 
йе что в представленных экспериментах 
Ее осуществлялось в условиях, далеких 
ного микроба ее проявления компетентности у чум- 
ленная трудность другой стороны, существует опреде: 
опыта, что в боль в, создании стандартных условий 
результатов а. степени мешает воспроизведению 
ции должны быт нейшие исследования по трансформа- 
паратов ДНК те п анЫ на стандартизацию пре- 
ских стандартных. ор синтетических и т рмемей 
о сред и изыскание дополнительны’ 

ров, увеличивающих компетентность клеток. 
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ТРАНСДУКЦИЯ 


Передача генетической информации от одной бак 
териальной клетки к другой с помощью бактериофа- 
тов, чаще всего умеренных, получила название транс- 
дукции. 

Как правило, объем информации невелик и ограничивается од- 
ним или двумя генами, тесно сцепленными на хромосоме. Впервые 
этот тип рекомбинации был открыт У сальмонелл. Позднее были 
обнаружены два типа трансдукции, проявление которых в значи- 
тельной степени зависело от особенностей трансдуцирующих фагов: 
общая (или неспецифическая), в процессе которой может быть пе- 
редан любой признак, и специфическая, характеризующаяся пере- 
носом строго определенных генетических детерминантов, располо- 


женных на хромосоме, по соседству с местом прикрепления того 
или иного профага. 


До недавнего времени в литературе отсутствовали 
сведения о трансдукции у чумного микроба, вероятно, 
потому, что исследователям не удавалось выделить уме- 
ренные бактериофаги у этого возбудителя. Настойчивые 
поиски привели к изоляции штаммов бактериофагов, 
отнесенных авторами к чумным умеренным. 

Один из них, бактериофаг Н, был выделен Н.Н. Но- 
восельцевым в 1967 г. из органов морской свинки, за- 
раженной бактериями штамма № 1565 У. резИ$. Под- 
робный анализ работ Н. Н. Новосельцева по выделе- 
нию Н-фага нами уже проводился (И. В. Домарадский, 
1971). К умеренным фаг был причислен в силу того, 
что он формировал на индикаторном штамме чумного 
микроба в основном мутные негативные колонии и не 
вызывал видимого лизиса клеток в бульонных культу- 
рах. Более того, часть бактерий чувствительных штам- 
мов после обработки Н-фагом приобрели устойчивость 
к нему и способность продуцировать аналогичный фаг 
даже после 10-кратного пересева на плотной среде со 
специфической антифаговой сывороткой, что послужи- 
ло автору основанием для утверждения о лизогениза- 
ции этих бактерий Н-фагом. ) ра 

характеристике Н-фага следует добавить, что ы 
Обладает определенной антигенной специфичностью и 
Нечувствителен к нейтрализующему действию Е 
Вых сывороток, специфичных для поливалентных м 
ного и дизентерийного фагов, колипротеиного, колид 


И 
зентерийных (Тз и Т,), псевдотуберкулезных (Ги 
3 7)» = 
Серотип) а Н-фаг лизирует большинство штам 
107 
х. ия 











мов возбудителя ЧУМЫ, единичные штаммы ЗВ 
ЕзепенсМа и не лизирует бактерии возоудителя 
’беркулеза. 
а Н. Н. Новосельцеву не удалось ПОВ. 
торно выделить этот же фаг при равных условиях опы. 
та, поэтому весьма сомнительны высказывания о лизо. 
генности предполагаемого штамма-продуцента (№ 1565) 
и его непосредственной причастности к выделению 
Н-фага, тем более что ни в прошлых, ни в последних 


еПа ы 


работах не приведена характеристика штамма № 1565. 


по признаку лизабельности Н-фагом как на популяци- 
онном, так и на клоновом уровне. Более того, все штам- 
мы возбудителя чумы, использованные в последующих 
экспериментах, проявляли чувствительность к Н-фагам, 
т.е. были индикаторами их, в том числе и штамм ЕУ — 
источник одного из Н-фагов. Но если лизогения у чум- 
ного микроба все же существует, как считает Н. Н. Но- 
восельцев, возникает вопрос, почему профаги Н не обе- 
спечивают иммунитета к суперинфекции гомологичным 
фагам даже при малой множественности заражения, 
оптимальной для размножения Н-фагов. 

Недавно были опубликованы работы (Н. Н. Ново- 
сельцев, 1970а; Н. Н. Новосельцев и Б. Н. Мишанькин, 
1970), согласно которым авторам удалось лизогенизи- 
ровать Н-фагом 19 штаммов возбудителя чумы и 0Т- 
Е 1еМа и Е. соЙ. Этот факт сам по 

ресен и достоин внимания, так же каки 
снижение альдолазной активности, 


после 5—10 п 


ассажей 
«смоченных специ на плотных питательных средах, 


О такая же с 
лизогении. Б. 
казали с п 
свободных 


сывороткой». 
при псевдо- 
(1973) по- 
микроскопа наличие 


иту 
Н. М 


омощью 
И 


а аговой Я ло, 
лотной среде не — ой сывороткой. Видим 


108 Здается оптимальных условий 
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для полной инактивации свободного фага. Вполне веро- 
ятно, Что в жидких средах нейтрализующее действие 
сыворотки значительно полнее, но, к сожалению, таких 
наблюдений авторы параллельно не проводили. 

С другой стороны, вирулентность штамма № 1300 
чумного микроба и его клона, приобретшего устойчи- 
вость к Н-фагу, была в равной степени высокой. Г.Р 
для морских свинок и белых мышей не превышала 10 
микробных клеток (Н. Н. Новосельцев, И. В. Рыжко, 
1970). Сохранение вирулентности резистентных к Н-фа- 
гу бактерий говорит больше в пользу их лизогенного 
состояния, поскольку Сгага (1957), Б. Н. Мишанькин и 
Ю. Г. Сучков (1973) показали у псевдолизогенных кло- 
нов возбудителя чумы снижение вирулентности вплоть 
до ее утраты. Однако, проводя такое сравнение, не сле- 
дует забывать, что речь идет о двух резко различных 
фагах: поливалентном чумном и Н. Не исключено, что 
каждый из них независимо от того, обусловливает ли 
он лизогенизацию или псевдолизогенизацию клеток хо- 
зяина, может по-разному влиять на вирулентность бак- 
терий — непосредственно или косвенно. 

По мнению Н. Н. Новосельцева и И. В. Рыжко 
(1970), лизогенизированные Н-фагом бактерии сохра- 
няют способность продуцировать фаг как ш \!\о, так 
и после выделения из организма инфицированных мор- 
ских свинок. 

Возможность сохранения фага, внесенного вместе с 
культурой, авторы отвергают на том основании, что у 
контрольных морских свинок, которым вводили только 
Н-фаг, на 3—8-е сутки его не’ обнаруживали. К сожа- 


лению, присутствие фага, судя по данным работы, вы- 
являли лишь прямым методом, хотя применение ме- 
дстав- 


тода обогащения могло бы дать результаты, пре 
ляющие не меньший интерес, тем более что сами ав- 
торы, проводя сравнение с другими фагами, ао 
на работу Е. Н. Алешиной и А. Д. Бибиковой (1949), 
которые обнаружили вирулентный чумной фаг по 
методом через 9 суток после его введения коре ы 
свинкам, а методом обогащения — через 25 суток. т: 
дует также учитывать, что длительность сарае, а 
Га в организме в присутствии клеток возбудителя чу\ ы 
может быть значительно большей, чем это уе, про. 
следить при инъекции животным только фага. тя 
Того, если даже исключить возможность длител 
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существования е - 
м с культурой, факт сохранения Фагопрод 
ции культурами после одного пассажа через жив 


в организме морских свинок Н-фага 
ук- 


ОТНЫх 
можно толковать по-разному. Б. Н. Мишанькин и 


Ю. Г. Сучков (1973) заражали животных псевдолизо. 
генными культурами возбудителя чумы. После одного 
пассажа бактерии либо утрачивали способность проду. 
цировать фаг, вызывая гибель животных и выделяясь 
в виде субкультур чувствительных бактерий, либо не 
давали летального исхода, исчезая при этом из орга. 
низма. С другой стороны, по данным СИгага (1957), 
продукция фага сохранялась после одного и даже двух 
пассажей псевдолизогенных бактерий через организм 
экспериментальных животных. 

Видимо, при оценке лизогенного состояния необхо- 
димо учитывать все возможные отклонения от общепри- 
нятых тестов. 

В. С. Ларина (1969а, 1970) описала два бактерио- 
фага: Л-413 «в» и Л-413 «С», выделенных ею непо- 
средственно из клёток У. рез штамма № 413 в про- 
цессе их многократного пассирования на агаре Хоттин- 
гера. Бактериофаг типа «фи» формировал мутные пятна 
‘на газоне индикаторного штамма, не давал видимого 
лизиса бактерий в бульоне или вызывал крайне слабое 
просветление бульонных культур. Часть бактерий пос- 

обработки фагом Л-413 приобретали устойчивостьк 
нему и способность продуцировать аналогичный фаг. 
Эти свойства сохранялись после 10 пассажей культур в 
ие Е - антифаговую сыворотку. На 0с- 

ных сделано заключение об умерен- 

а: о позже аналогичный фаг был вы- 
(П. И. Анисимов. В С О ОГ ре 
ции штаммов № 413 и 358 пов ем 
етот показал неоднородность их 
Б различия между ними. 
413 были чувствитель- 

малая часть их обла- 
стью к спонтанной фа- 
№ 358 состоял в основ- 


жению авторов о лизо- 
413 и 358, так как подоб- 


ы А. Г. Сомовой (1971) в 
110 
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УФ-лучи в 10 раз увеличивали продукцию фага 
Л-413, свидетельствуя, таким образом, об индуцибель- 
ности этого процесса. Максимальный титр полученных 
бактериофагов не превышал 107 корпускул/мл. Дикие 
клоны штаммов № 413 и 358 продуцировали в основном 
фаг Л-413 «С», образующий условно прозрачные нега- 
тивные пятна. Длительное пассирование культур в буль- 
оне со специфической антифаговой сывороткой приво- 
дило к полному исчезновению фаговых частиц типа «С» 
и появлению или относительному увеличению числа 
корпускул типа «фи». Далее титр фага «фи» тоже значи- 
тельно уменьшался до единичных корпускул в | мл 
культуральной жидкости, а в некоторых случаях ак- 
тивный фаг переставал выявляться вовсе, хотя устой- 
чивость к нему бактерии по-прежнему сохраняли. Ис- 
чезновение фагопродукции наблюдалось также у куль- 
тур, многократно и часто пересеваемых или длительно 
хранившихся на агаре Хоттингера. Сейчас трудно объ- 
яснить это явление. Авторы считают работу еще не за- 
конченной. Можно надеяться, что определение адсорб- 
ционной способности непродуцирующих, но устойчивых 
к фагу клеток с помощью электронного микроскопа 
и других принятых методик, а также изучение возмож- 
ности индукции у них фага Л-413 УФ-лучами, митоми- 
ЦИнОМ и т. п. внесет ясность в эти исследования. 

Выделенные В. С. Лариной (В. С. Ларина и др. 
1970) фаги относятся к не известному ранее серологиче- 
скому типу и обладают высокой специфичностью, в СИ" 
лу чего они способны лизировать только штаммы во03- 
будителя чумы и именно те из них, которые паходятя 
в В-форме. В популяциях ОК: и ВО-штаммов к т 
Чувствительны бактерии, дающие В дальнейшем 
Е енных 

Обобщая все изложенное о Фагах, ЕЯ 
Н. Н. Новосельцевым и В. С. Лариной, можно торов 
что многие высказывания и предположения лалОВ 
нуждаются еше в дополнительной опора 
Проверке, поэтому решать вопрос © НЕ Проти- 
микроба, видимо, сейчас еще преждевреме стречаются 
воречия, отмеченные в описании Н-фагов, встр 
И в работах В. С. Лариной. Их устранение облемы ли- 
Чительной мере способствовать решению ПР 








возбудителя чумы. Можно высказать сожа- 
ти за 5 лет, прошедших с момента вы 
-413, не представилось случая с 


зогении У 
ление, что поч ы 

Н-фагов и. 
те Е такое исследование во многом прояснило 


бы целый ряд вопросов. 


рав-, 


Заканчивая раздел, следует а работу 
Ю. И. Кондрашина и П. И. Анисимова (1970), утверж. 
дающих возможность лизогенизации возбудителя Чумы 
Т-фагами кишечных бактерий. Однако этот факт еще 
нуждается в проверке и дополнительных доказатель- 
ствах. 

Выделенные фаги В. С. Ларина (19696) и Н. Н. Но: 
восельцев (19706) использовали в опытах трансдукции, 
Оба автора пытались трансдуцировать признак устой: 
чивости к стрептомицину. Донорами в их опытах слу- 
жили вирулентные ферментирующие глицерин (ГЦ+) 
стрептомицинустойчивые ($") штаммы, а реципиен- 
том — вакцинный глицериннегативный, чувствительный к 
стрептомицину штамм Е\У\У. Обоим экспериментаторам 
удалось передать признак зНт. Полученные рекомби- 
нанты, по мнению авторов, были лизогенными; в опы- 
тах В. С. Лариной они ничем, кроме устойчивости к 
стрептомицину, не отличались от родительского штамма, 
а в экспериментах Н. Н. Новосельцева отмечена сов- 
местная передача признаков зыт и ГЦ+. Эти признаки 
Е Е у бактерий, утративших способ- 
Е ь нЕ: и устойчивость к нему. По 
иг НН аа передачи двух признаков (т 

м цев пришел к выводу о близкой 


локализации соответствующих етерминантов В хром 
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активностью. 


Ла контро 
112 - 


Де. 
































































Пшовой фак 
муеров У 803 
пакт прямой 
и котором мо; 
11 информация 
Чуалом межд 


‘ИМ полового 
“МО, 











| 


ИТельный к 
Гентаторам 

рекомби- 
И; В ТЫ: 
ЧивОСтИ К 


{ 


+ 






кроме фаголизата и реципие; 
щая, нтных бактерия 
рии, еще 


ДНК-аЗУ. о данным 

Судя п м литературы : 

ы Новосельцев, 19706) Г ет аРИНа, 19696, 
варианты возбудителя чумы удалось И 
одной серии опытов. Продолжение - > а 
тов целесообразно для выяснения вопроса о ре 
ности отнесения фагов, выделенных Н. Н а 
цевым и В. С. Лариной, к трансдуцирующим Это Е 
онередь сыграет, вероятно, определенную роль г. те 
нии проблемы существования лизогении у а 
роба. Ведь известно, что все обнаруженные случаи 
трансдукции чаще связаны с теми или иными умерен- 
ными фагами, хотя, с другой стороны, нельзя полностью 
отвергать и возможность трансдукции с помощью виру- 
лентных специфических и особенно гетерогенных фагов. 


КОНЪЮГАЦИЯ 


Половой фактор и попытки передачи хромосомных 
маркеров у возбудителя чумы. Под конъюгацией по- 
нимают прямой контакт клеток донора и реципиента, 
при котором может происходить передача наследствен- 
ной информации. Этот способ обмена генетическим ма 
териалом между различными бактериями является ана- 
логом полового процесса высших многоклеточных ор 
ганизмов. 

Способность клеток выступать в роли донора гене” 
тической информации связывают с наличием в них оп- 
ределенных внехромосомных элементов, называемых 
эписомами, плазмидами или факторами переноса. Один 
из них, Е-фактор, типичный представитель бактериаль- 
НЫХ эписом, может находиться как в автономном состо- 


ЯНИИ так омой. В послед- 
И МЫ мс хромос 
› В ИН егрированно м уот 


Нем случае Е-фактор способен переносить ХР ские» 
донора («мужские» клетки) реципиенту ( ге 
сть формирования р 


к 
летки), обеспечивая возможно 


комбинантов. ь 
ы одить В ре 

и ТОНОМНО расположенная Е-эписома а расчета на 
сле НТНую клетку с высокой частотон 7  оеципиент сам стано- 
ся, так 


Кл 

а донора). С приобретением Е-эписомы Р Щи изменяют 

как „ ДОНОором ее, но другие свойства клетки не 
хромосомные гены в этом случае не пере ированным в хро- 

МОС популяциях доноров число клеток с инт оцента (Е+-штам- 
эму Р-фактором может колебаться от доле" пр Е 
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ы с высоким содержанием таких клето 


г у 
способные осуществлять передачу Е частотой 
10--10-3, названы НИ. Штаммы ан: высокой 
частотой переноса, хромосомных маркеро а — ый т НИЗКОЙ 
частотой передачи самого полового фактора, —- : Г-состоя- 
нии внедрен в бактериальную ООС ме. _ 
ную клетку ПОНИ, ТК как локализу НЕЕ ОСН 

актериальных генов. 
г. описанных доноров, Е+ и Ны, известны другие, не- 
сущие так называемые замещенные факторы, или Е’-факторы. Ха- 
рактерной особенностью этих типов эписом является наличие в них 
отдельных оперонов хромосомы бактерий, например детерминантов 
ферментации лактозы (Е-1ас+), галактозы (Е-са!+) или синтеза 
пролина (Е-рго+), или больших фрагментов хромосомы (Еиз, Е№4). 
Частота скрещивания бактерий кишечной палочки, опосредованного 
этим типом половой эписомы, близка к той, которую можно на- 
блюдать при передаче автономного Е-фактора от донора Е+. Е’-фак: 
торы способны самореплицироваться в клетках хозяина и, перенося 
в реципиентную клетку хромосомные детерминанты, ассоцииро- 
ванные с ними, всегда осуществляют собственный перенос, сооб- 
щая бактериям Е- способность быть донором. При интегрирова- 
нии Р’-факторов в хромосомы бактериальные клетки приобретают 
свойства НИ-штамма. Для тех хромосомных генов донорских кле- 
ток, которые привнесены Е”-факторами в реципиентные клетки, 
рекомбинация между ДНК данных эписом и хромосом реципиен- 
тов не нужна. Именно поэтому, по-видимому, хромосомные гены, 
а -факторов, значительно чаще удается пере- 
Вы. иного вида или даже рода по сравнению 
ми. Однако степень гомологии ДНК Е’-факторов и 


хромосом все же имеет оп й 
т ределенное значение (Д. Г. Кудлаи, 


мы) до 90—100%. Штамм 


р что основные сведения о по- 
шечной палочке ен получены в экспериментах на ки- 
изучен м и — микроорганизмах вопрос 
чумного микроба на слабее, а исследования на модели 
Изучение ВОЙ ое, на самом начальном этапе. 
мы ведется в двух ий рекомбинации у возбудителя чУ- 
диких штаммов а направлениях: выявление 
момб наци е во псООНОСьЮ иСтунать в 
‚6. возможно, имеющих половой фак: 


тор, и передача 
чумн 
кишечной Не ому микробу факторов Е или 


ъ с выяс 5 > 
дующей Векомбинации. нением возможности после 


исследования 
м перв 
нести прежде всего рабо Е Е о 


1962 г. (цит. по И.В оту Вшго\з, опубликованную в 
опытах все попытки ее Домарадскому, 1971). В его 
а также У. резН$ су рещивания ауксотрофов У. резйз, 
результатными. Поск рзеиао{иБегси10$15 оказались без- 
микроба ис скольку медленный рост чумного 


ложный Я 
114 \ состав применяемой питательной 
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вренос, соб. 
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бретакл 

КИХ ле. 

ые Клетки, 
и рещипиен: 
Мне гены 
ается пере- 
сравнению 

ракторов 1 


ди 


С еды 


затрудняли проведение исследований 
не эксперименты Вигго\з проводил > 
возбудителя ЕВ. Ауксотрофные мутанты 
каждой из пяти серологических групп У. рзендо{Ьегси. 
058 ни в одном случае не дали рекомбинации. 

Мы тоже пытались найти природные донорские 
наммы чумного микроба (И. В. Домарадский, 1971) 
Методом совместного культивирования была изучена 
311 пара, составленная произвольно из 72 ауксотроф- 
ных штаммов чумного микроба. Для селекции возмож- 
ных рекомбинантов мы избрали признак прототрофно- 
сти. В 32 случаях в опытных пробах на селективной 
глюкозо-минеральной среде были получены колонии 
потомства, возникавшие с частотой 10-5—10-8, Почти 
полное отсутствие воспроизводимости результатов не 
позволило нам провести полноценный анализ данных. 
Лишь в кроссе с участием одного штамма (№ 1856) 
удалось дважды получить сходные положительные ре- 
зультаты при последующих отрицательных данных в 
восьми повторностях. 

Селекционированное потомство из всех опытов с по- 
ложительным результатом можно было разделить на 
две основные группы. Субкультуры первой группы — это 
истинные прототрофы, стабильные при многократных 
пересевах методом изолированных колоний и хранении 
при +4° в течение 2—6 месяцев (срок наблюдения). 
Вторая группа — субкультуры, не способные расти = 
пересевах на глюкозо-минеральной среде в виде УЕ 
рованных колоний и дающие слабый рост при и 
петлей. Специально выполненные эксперименты и 
ли объяснить возникновение субкультур р а 
синтрофизмом (С. А. Лебедева и др» 1970). © ‘пока 
НИИ происхождения прототрофов первой ЗЕ появле- 
Трудно дать определенный ответ. В неа Скорее 
Бо О Реком озникнуть за счет 

прототрофное потомство мог 


> авне- 
ы таций по ср 
трансдукции или мутаций. Частота МУ некоторых 


последую- 
на 48 штаммах 


чет 
—. с контролем могла возрасти н культурах т 
родуктов метаболизма в смешанн исследований, 


х 
ИЛИ иначе, но, судя по результатам ай  дифференци- 
— склонны признать отсутствие поло 
ции У. рези тались 
5 13. пы 

п. ине и О. А. Проценко рава среди 
В ? ного 
ЫЯВИТЬ «мужские» варианты чум 15 
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большого числа музейных о используя специ. 
фические бактериофаги ([, М52), лизирующие клетки 
Е. сой, несущие Е-фактор и бактериофаг ФП, лизи. 
рующий клетки Е^. Все изученные штаммы были чув. 
ствительны только к «женскому» фагу ФП. Поэтом 
авторы пришли к выводу об отсутствии в природе чум. 
ных штаммов Е+. Аналогичное исследование было про- 
ведено также С. А. Лебедевой (неопубликованные дан- 
ные): штаммы возбудителя чумы оказались чувстви- 
тельными к фагу фП и устойчивыми к Ь. 

Однако такой подход к решению проблемы половой 
дифференциации у возбудителя чумы не совсем оправ- 
дан. Мопаг и Га\фоп (1971) обнаружили, что извест- 
ные ДНК-содержащие и РНК-содержащие «мужские» 
специфические (М5$2, 1, 1, О и др.) фаги не способны 
образовывать видимых пятен фаголизиса на газоне 
культуры чумных бактерий, ставших донорами после 
приобретения Е-1ас-и Е-Ст-факторов от кишечной па- 
лочки. Это обусловлено способностью большинства кле- 
ток в популяции изученных штаммов ограничивать вну- 
триклеточное развитие фаговых корпускул. С другой 
стороны, если предполагать у возбудителя чумы нали- 
чие видоспецифических половых эписом, вероятно, не- 
логично рассчитывать на их выявление с помощью фа- 
гов, избирательно действующих на клетки, обладающие 
Е-факторами кишечной палочки. 

Второе направление в изучении половой рекомбина- 
ции у чумного микроба, как уже говорилось, связано- с 
использованием известных Е- или Р’-факторов кишеч- 
ной палочки. 

_ До начала 60-х годов все попытки скрестить Е. со- 
ЕО чумным микробом были безрезультатными. Но 
в 1962 г. Маг и Тасоь передали Е-1ас-эписому от ки- 
шечной палочки возбудителю чумы. Ими был изучен 
характер фенотипической 


клетках нового хозяина. О. А. . : 
симов (1968) а 


еских половых ворсинок, показав сход- 
и соответствующими ворсинками 
Е. сой (П. И. Анисимов и др., 1970). О. А. Проценко 


9) на модели возбудителя чумы 
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о отева В-галактозидазы, детер- 
минируемый Е-[ас-эписомой, индуцибелен и не отли- 
чается от наблюдаемого у Е. со|. 

Та\йоп с сотр. (1968) продолжили исследования 
начатые Вигго\з (И. В. Домарадский, 1971) на моде- 
ли У. рзеидоиБегси10$15. Авторы оправдывают такой 
подход К проблеме большей доступностью возбудителя 
псевдотуберкулеза для изучения и близким родством 
его с чумным микробом. В этих экспериментах впервые 
была доказана возможность передачи хромосомных ге- 
нов при скрещивании двух штаммов возбудителя псев- 
дотуберкулеза, один из которых предварительно получил 
Е ас-эписому от Е. соЙ. Анализируя частоту встре- 
чаемости маркеров у рекомбинантов возбудителя псев- 
дотуберкулеза, Могг!з и Вигго\$ (1968) выявили сле- 
дующий порядок расположения генов на хромосоме 
донорского штамма МВЕ?027: 


О... агр-8... р4$-2... р-3... зрО-Ё... 
15-8 


те{-5... 5-1 ..., 


где р4$ — локус, ответственный за чувствительность к 
фагу ТУ У. рзеиао{Ьегси!081$, а зрВ — локус, опреде- 
ляющий образование специфического полисахарида 
группы О. 

Позднее Га\йопй и $ (1971) методом прерывае- 
мого скрещивания установили время переноса 7 локу- 
сов и показали, что хромосома У. рзеиаоиЬегси 0315 
МВЕ 2027 передается по крайней мере в виде двух групп 
сцепления: 


о ар: ое ЕО 

(147) (14”) (77) 

2—... ро... г... 18... БТ, 

(11). (25) (09 (7) 

и 

К сожалению, авторы не располагали ее 

которых мутации затрагивали бы признаки, опен 

ванные как в той, так и в ДРУГОЙ ое помянутые 

Поэтому пока не ясно, расположены ли а друг от 

выше группировки детерминантов обособленно тельно: 
друга или существуют в виде одной р 
сти, перемежающей отдельные изученные Е 

о из них, 

Что касается пера ромосоме, 


Оба 

варианта вполне вероятны. - 
то : стков Н ) 
У Е. сойЙ, например, известно несколько УЧа и поэтому на 


о сти, 
бладающих аффинитетом к фактору фертильно а 











: : гации детерминантов зависит им 
среносимых при конъю е 

я каком участке хромосомы был интегрирован Е-фа 

т 5 м} 

(Д. Г. Кудлай, 1969). 


Как бы то ни было, полученные исследователями 
данные можно расценивать как первые элементы гене. 
тической карты У. рзеифоЬегси10$15, ближайшего род. 
ственника У. резИ$. 

Эти исследования получили продолжение в работе 
МсМабоп (1971). Правда, автор использовал другие 
штаммы У. рэецаоиБегси10$15. Ему удалось селекциони- 
ровать донор с интегрированной в хромосому Е-Лас- 
эписомой, обеспечивающей высокую частоту рекомби- 
нации, и благодаря этому предположительно опреде- 
лить порядок расположения нескольких маркеров на 
хромосоме У. рзеидо{иБегси|0$1з МВЕ 4018: 


ри: [5-. ПУ ще... И. 2а0-40° 
1ец-7... руг-1... 6уг-8 ... риг-19 ... 1еи-5... риг-25 -: 
и: 


25... 3-26... №13-22... В15-27 ... зег-5... 


Пока еще трудно говорить о сходстве или отличиив 
расположении изученных генов у возбудителя псевдо- 
туберкулеза и кишечной палочки или сальмонелл. Ис- 

` следования продолжаются, и не исключено, что уже в 
скором будущем появится возможность высказать опре- 
деленное суждение по этому вопросу. 

Получение стабильных донорских штаммов У. рзеи- 
Чо{Бегси1051$ позволило Гамбоп с сотр. (1968) присту- 
пить к изучению рекомбинаций у чумного микроба. Им 

Удалось установить возможность передачи возбудите- 


лю чумы маркеров авг+, ше! +, ©1\з, гра+, иге+ с низ- 
кой частотой (10-7 на клетку донора). Однако несколь- 
ко позже Мопаг и Га\/оп ( 


1971) сообщили отом, что 
хотя кроссы между У. рзеидоиЬегси 051 и У. резИз 
оказались фертильными, фактор Е-!ас+ передавался в 
скрещиваниях без хромосомных маркеров. 

О. А. Проценко (1972) использовала в качестве до- 
нора штамм У. резНз Е-|ас+ и получила при скрещива- 
нии варианты ауксотрофных реципиентных . штаммов 
чумного микроба, которые приобрели признаки, свой- 
ственные донору: агр+, |уз+, ЭТУ+, 1еи+ или рго+. Так 
как исследования велись на разных штаммах, взаимо- 
связь указанных маркеров установить не удалось. Ав- 
тор считает возможным отнести полученные варианты 
к рекомбинантам, возникновение которых обусловлено 
118 
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ертильностью донора (Е-1ас+). Однако окончательный 
ответ на вопрос о происхождении измененных вариан- 
тов умного микроба, по мнению О. А. Проценко, может 
быть получен лишь в ходе дальнейших исследований. 
Та\иол и ЭП (1972) селекционировали штамм 
у. резИ$, наделенный Е-Ст-эписомой Е. соЙ, который 
оказался способным переносить свою хромосому ауксо- 
трофным реципиентам чумного микроба с частотой пе- 
реноса генов, приблизительно равной 10-5. Полученные 
в экспериментах данные позволили авторам прийти к 
выводу о близкой локализации р!б+ и |!5+ маркеров и 
тесном сцеплении генов |1 и аго. Наблюдалась пере- 
дача Пг+-маркера, но, судя по результатам исследова- 
ний, он, видимо, локализован вне участка хромосомы, 
объединяющего гены р!’ НВ! и агр. 

Значительные успехи, полученные в картировании 
хромосомы У. рзеидо{иБегси10315, и положительные ре- 
зультаты первых экспериментов по созданию системы 
скрещивания у возбудителя чумы позволяют надеяться, 
что в ближайшем будущем исследователям удастся по- 
строить если не полную генетическую карту хромосо- 
мы У. рез{15, то хотя бы ее фрагменты, которые позже 
можно будет связать в единое целое. 

Фактор множественной лекарственной устойчивости. 
Вторым внехромосомным элементом, способным обес- 
печить конъюгацию, является фактор множественной 
лекарственной устойчивости, или В-фактор. 


Явление множественной лекарственной устойчивости обнару- 
жено впервые КНашою с сотр. (см. Д. Г. Кудлай, 1969). В состав 
К-фактора входит трансмиссивная частица ЕТЕ и комплекс генов, 
определяющих резистентность к антибиотикам. Предполагают, что 
‘фактор может формироваться В процессе сцепления 
КТЕ-частицы, или фактора Л по Апфегзоп с детерминантами ан- 
тибиотикоустойчивости хромосомного или внехромосомного проис- 
хождения. В настоящее время известны К-факторы, обеспечиваю- 


щие бактериям устойчивость к 4—8 и более лекарственным веще- 
омицин и другие аминогли- 


ствам, в ч 
исло которых входят стрепт ы 
АБ, пенициллины, тетрациклины, цефалоспорины, ны 
лорамфеникол и его производные, сульфаниламиды и УР 
Лидоны. 
распрост- 


Явление Й й тойчивости 
множ карственной УС з 
ожественной лекар ные бактерии, про 


ранено ы 
# среди микроорганизмов, включая ки 

метить 

ть Е: стафилококки и другие вне Стел биотикоус: 

нехро тственные В 

ромосомные элементы, отве озачительно разли 


той 
м разных микроорганизмов, он  плазмид 

- Это в несп ‹ 
ПОИЯЕТСЯ, а вать -чообытаенявие перенос 


ст 
афилококков и стрептококков обеспечи 
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а к реципиенту. В то же самое время К-факторы КИШен. 
от донора к. сравнительно легко передаются при внутривидовоь 
ных Ин их трансмиссии обычно колеблется в пред 
вЫ на клетку донора, хотя иногда бывает и нц 
о бы интерес представляют многочисленные наблюдения 

т межвидовой и межродовой передачи КВ-фактора. 0, 
возмож единодушному мнению исследователей, эффективность 
и в этом случае ниже, чем при внутривидовом скрь 
щивании. 


В доступной литературе нам не удалось обнаружить 
работ, указывающих на наличие К-факторов у распро- 
страненных в природе штаммов возбудителя чумы. 

Возможность трансмиссии эписомы множественной 


лекарственной устойчивости от Е. со! бактериям У. ре: 


$$ и У. рзеидофиЬегси!0$15 в эксперименте была уста- 
новлена впервые СЧтоха и Матеу в 1963 г., а позднее 
подтверждена и другими авторами (см. И. В. Домарад- 
ский, 1971). 

Частота передачи различных В-факторов в опытах 
ряда исследователей колебалась в значительных пре- 
делах. П. И. Анисимов и А. А. Синичкина (1968) на- 
блюдали перенос К-фактора от Е. сой СЗН-9-В 299 
штамму чумного микроба`с частотой 10-*— 10-5. По их 


мнению, способность эксконъюгантов образовывать ко- 
лонии в значительной мере з 


щих факторов. В 


ным К питательному а 
Однако в опытах С. А 


кишечной палочки 
22 — штаммы \а1 паБ д - Герек; ЛЕБ1 и С5Н-2-В 

апае) при высеве тивную 
среду с антибиотиком и г В на селективну 
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‘чкина (19) 


сой С5Н-242 
0-—10-8 Пн 
образовывать 

















‚ селекционирую 





чумных эксконъюгантов. Увеличение концент| 
цианвиолета приводило к частичной ингибиции роста 
бактерий чумы и снижению частоты выявления анти- 
биотикоустойчивых эксконъюгантов. Поэтому С. д. Ле- 
бедева в своих исследованиях воспользовал 
кой, описанной в работе Кпарр и Т.еБек (1967), соглас- 
но которой рост донорских клеток Е. сой подавляют 
полимиксином, учитывая определенную степень при- 
родной резистентности к нему чумного микроба. Скре- 
щивая бактерии таким методом, удавалось ВЫЯВИТЬ ЭКС- 
конъюганты чумного микроба в зависимости от штамма- 
донора с частотой 10-3—10-7 на клетку реципиента 
(С. А. Лебедева, 1969; Кпарр, ГеБек, 1967). 

Интересно отметить, что в экспериментах Кпарр и 
Герек антибиотикоустойчивые эксконъюганты были вы- 
явлены не у всех штаммов У. рез{з, использованных в 
качестве реципиентов. На основании этого можно 
было бы сделать вывод, что способность воспринимать 
В-фактор присуща не каждому штамму возбудителя 
чумы. 

Однако С. А. Лебедева выявила значительные разли- 
чия в чувствительности штаммов чумного микроба к 
полимиксину. Получить относительно однородные попу- 
ляции (70—100%, резистентных клеток) удавалось лишь 
после 2—3 пересевов на среде с этим антибиотиком. 
При таких условиях опыта автор смог доказать реци- 
пиентную способность всех 27 изученных штаммов, раз- 
личных по вирулентности и выделенных в разных при“ 
родных очагах чумы. Использование диких штаммов 

‚ резИз без предварительных пассажей на среде с 
лимиксином значительно ухудшало результаты а: 
ваний и приводило к резкому снижению частоты ее 
пения эксконъюгантов. Можно предполагать, что ные 
Н0 эта причина определила отрицательные резу. 


рации ген- 


ась методи- 


_ Некоторых кроссов в опытах Кларр и 1еЪек (1967). 


зави- 
астота формирования рекомбинантов может 


‘еть не только от условий опыта, но и от ежи = 
надлежности реципиента; так, при ария 
чении акцепторной способности некое НЯ 

парр, Герек, 1967) оказалось, что у т. ® аз чаше, 
`Эксконъюганты встречаются в 100 и более а скре- 
чем у других видов. Кроме того, эффективн овых раз- 
щиваний в какой-то мере зависит и от штамм 


Личий реципиентов и ряда других факторов. г 








Что касается характера переноса В-факторов, : 


гу вопросу . 
, Е Е Е. сой 9667/64 передавал ре. 
тах Кпарр ерминанта антибиотикоустой 
ципиентам все три детер = Вии: 
вости (к стрептомицину, Ре п = орамфени. 
колу), а в случае Е. со! 4 В - ы х кроссахв 
процессе переноса происходила —_ ация детерминан. 
та резистентности к тетрациклину. *е же доноры в экс 
периментах С. А. Лебедевой (1969) обладали ИНОЙ Ха- 
рактеристикой: штамм ТЕ 51 передавал свой К-фактор 
целиком, а от штамма 9667/64 чумные бактерии при- 
обретали только два маркера антибиотикоустойчивости 
(к стрептомицину и хлорамфениколу). Одинаковый ха- 
рактер переноса наблюдали у донора Е. сой ‚4018/62: 
все шесть детерминантов лекарственной устойчивости 
передавались одновременно. А вот штамм С$Н-2-К 222 
вел себя по-разному. В одних опытах с его участием 
появлялись эксконъюганты У. резз, устойчивые к трем 
(стрептомицин, хлорамфеникол и тетрациклин), двум 
(стрептомицин, хлорамфеникол) и одному (тетрацик- 
лин) антибиотикам (П. И. Анисимов, А. А. Синичкина, 
1969), в других опытах В-фактор этого-штамма переда- 
вался полностью (С. А. Лебедева, 1969) и только при 
последующем культивировании эксконъюгантов появля- 
лись сегреганты, аналогичные описанным выше. 
Объяснить такие различия в поведении В-факторов 
довольно трудно. Специальные исследования в этом 
направлении не проводились. Возможно, играют роль 
отличия в деталях постановки опытов или некоторые 
изменения свойств субкультур донорских штаммов при 
хранении их в разных лабораториях. Но в подавляю- 
ее случаев набор детерминантов анти- 
сти, если он представлял одну группу 
сцепления, передавался полностью. 
= Е сохранения внехромосомной 
дует ты то: У пастерелл и иерсиний, сле” 
Е тт стабильность эксконъюган- 
т ВСВ ке = г рез месяцев после выделения поч- 
У рекомбинантов о 
О ДОНЦИНЕЕ и - видов проявлялась выражен- 
менее стабильными в 
а оказались эксконъюганты У. резИ$ 
‚ рзеиаоиБегси1оз1з. Более 95% кле их попу- 
ляциях утратили В- О ПЯК В. 
факторы (доноры Е. сой 4018/62 и 
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9667/64). Сегрегация отдельных 


: : Детерминан 
Р всего приводила к потере устойчивости к те ть 


чаще 
трациклину 


(Кпарр, ГеБек, 1967). По данным П. И. Анисимова 
ь И 


А. А. Синичкиной (1970), В-фактор штамма Е 
С5Н-2-В 222 с наибольшей частотой у зтрачив . со 
жевыделенными рекомбинантами чумного мик ее - 
чительно реже — длительно хранившимся. а ся 
иинации фактора множественной лекарственной о 
чивости значительно возрастала при я ОБератиегЕ 
пересевах на питательных средах. Содержание рекомби- 
нантов в полужидком агаре без пересевов, а также ли- 
офильное высушивание обеспечивали сохранение у чум- 
ных бактерий фактора резистентности в течение 3 лет 
(срок наблюдения). К сожалению, авторы не приводят 
цифровой материал, дающий возможность провести бо- 
лее глубокий анализ их данных. 

Стабильность множественной лекарственной устой- 
чивости у штаммов чумного микроба была предметом 
детального исследования и в наших опытах (не опуб- 
ликовано). Изучались эксконъюганты с В-факторами 
Й+ (подавление активности Е-эписомы) и Й`-типов. 
В случае И+-В-факторов стойкими оказались субкуль- 
туры рекомбинантов, высушенные лиофильно. Полиан- 
тибиотикоустойчивость сохранялась у них в течение 
всего срока наблюдения (1!/5 года), причем процентное 
содержание резистентных клеток в популяциях практи- 
чески не изменялось. При выдерживании ЭКСкОНыЮаЕ- 
тов в столбике агара Хоттингера в течение года = 
пересевов И+-В-факторы проявляли Е 
обнаруживались в среднем у 50% культур: а 
но изменился и состав популяции в сторону прео ла 
Ния чувствительных к антибиотикам хе" те 

ересевы с интервалами 1! месяц, 2 недел 


= скорению се- 
бенн чительному ускорен 
о 2 дня м Е У многих эксконъ- 


грега -факторов. ы 
ции и элиминации В-фактор питательных средах 


Югантов в процессе хранения их на ти маркера 
проявилась высокая степень нестабильнос и другими 
Устойчивости к тетрациклину, ее симовым и 
исследователями, в том числе П. е блюдали ее не 

Синичкиной (1969), которые на из 12 субкуль- 
Только Ш УЦго, ноив опытах ш У1У0: мт устойчи- 
ТУр, выделенных ими от павших О В-фактор 
ость к тетрациклину утратили И. рае микроба 
Г-типа был стабильным в клетках =. 











А. Лебедева и ДР. 1972): эксконъюганты, 
и ‘эту плазмиду от возбудителя дизентери 
чившие 6 при всех условиях культивирования, описан. 
А причем В популяциях изученных рекомби. 


полу. 


нантов 100% клеток были резистентными к антибио.. 


тикам. 


Как Н+., так и П`-В-факторы, находясь в клетках. 


возбудителя чумы, сохраняли трансмиссивность и чуз. 
ствительность к акрифлавину. 


Пока трудно объяснить наблюдаемые различия в поведении 
двух типов К-фактора. Известно, что одной из причин, определяю- 
щей длительность существования в клетке чужеродной ДНК, яв- 
ляется степень ее гомологии с хромосомой хозяина. Чем она 
меньше, тем интенсивнее модифицирующее и ограничивающее воз- 
действие со стороны бактерии-носителя. Установлено, что в геномах 
некоторых Н--В-факторов имеются $ И-детерминанты, ответствен- 
ные за специфичность к хозяину (Вапи${ег, 1970, и др.). Не иск- 
лючено, что изученный С. А. Лебедевой с соавторами И--В-фактор 
тоже несет ген, аналогичный 05 П, поэтому, попадая в клетки воз- 
будителя чумы, он модифицируется, увеличивая тем самым сход- 


ство с ДНК хромосомы хозяина. Возможно, «аутомодификация» в. 


присутствии «своего» гена-модификатора осуществляется таким об- 
разом, что функции Н--В-фактора и его наследственный: материал 
не подвергаются значительным изменениям. Напротив, у Н+-В- 
факторов пока не выявлено подобных механизмов и их модифика- 
ция происходит за счет систем клетки-хозяина. 

Если механизм действия Вз П-гена В-факторов пока недоста- 
точно изучен, то о модификациях чужеродной ДНК внутри бакте- 
риальной клетки есть достаточно много сведений. Значительную 
роль в этом процессе отводят метилированию ДНК специфическими 
ДНК-метилизами (Б. Ф. Ванюшин, 1968). Не исключено, что мети- 
те ДНК имеет определенное значение в регуляции начала 

рекращения считывания информации, а его искажение вызыва- 

в и ошибки в репликации ДНК. Учи- 
тывая высокую в 
ое случае НФ специфичность ДНК-метилаз, можно 


последовательности 


124 


И, бо. 









































































‚рзуенных илам 
ят реомицину 

мкр, к левому 
вашу колебаласи 
ч-м 3000 до 6 
"8 клонов ОДНО 
маил зависел 
ыы чотли быть 


 “№м 
ато (197 
м. Он, бы 
т фто изу 







































«аутомодифики 
ествляется такии с; 
тедственный: мате 
Напротив, у 14 
3МОВ И ИХ МОДИфи 


1. х 
в Лока ВОДО 
К внутри бакте 


ений. ачительнуй 
НК а фи 
чето, МОМ 
КЛЧЕНО, Тр 


©> 





1 
=> 
= 
< = 

а 

У“ < 

> 

= = 
: :==- 5 
рана ото" — 








п 


т 
и 
би м 

и Пи ит 
о уе 
БУ и и 

0) И хе # 


и 


> 


=” 


Не исключено, что отдельные сегреганты могут возникати 
счет мутации В-фактора, возможно, по типу делений, как это п к. 
полагают ММа{апабе и Оса{а (1970). ; ыы 
\УаапаБе и Гуапс (1962), а также НазВипо и Нио{а (1966) 
предполагают, что сегрегация отдельных детерминантов В-факто- 
ов может происходить в процессе рекомбинаций между плазмид- 
ной и хромосомной ДНК. В результате этого те или другие мар- 
керы присоединяются к хромосоме и утрачивают трансмиссив- 
ность. № ока с сотр. (1970) обнаружили среди  сегрегантных 
В-факторов типы с укороченной нитью генома и такие, у которых 
длина контура ДНК была равна длине ДНК исходного В-фактора. 
Уровень устойчивости к лекарственным веществам у бактерий, 
приобретших В-факторы, может варьировать в значительной степе- 
ни и зависит не только от реципиента, но и от индивидуальных 
особенностей В-плазмиды. 


Нами изучена степень резистентности рекомбинан- 
тов чумного микроба, получивших факторы множест- 
венной лекарственной устойчивости от восьми донор- 
ских штаммов бактерий из семейства Етегорацена- 
сеае. Штаммовые различия реципиентов обусловлива- 
ли колебания уровня резистентности эксконъюгантов. 
У 27 изученных штаммов устойчивость популяций кле- 
ток к стрептомицину изменялась в пределах 500— 
3000 мкг/мл, к левомицетину — 100—300 мкг/мл, к тет- 
рациклину колебалась от 200 до 700 мкг/мл, к канами- 
цину — от 3000 до 6000 мкг/мл. Размах колебаний у 
разных клонов одного штамма был меньше. Степень 
устойчивости зависела и от В-фактора. Например, бак- 
терии могли быть устойчивы к 50 мкг/мл тетрациклина 
в присутствии одного из К-факторов и к 500—700 мкг/мл 
этого антибиотика в присутствии другого. Разные В- 
факторы определяли резистентность к пенициллину на 
уровне 600—1200 мкг/мл и 4200—4800 мкг/мл. 


Недавно (1971) была опубликована работа Э. Т. Таллмейстера 
с соавторами. Они изучили П В-факторов кишечной палочки и об- 
наружили, что каждый из них определяет разную степень устой- 
чивости Е. сой к стрептомицину (5—1000 мкг/мл), левомицетину 
(51000 мкг/мл) и пенициллину (25—10000 мкг/мл). Различия 
уровней резистентности можно отнести за счет ряда причин. Но, 
прежде чем говорить о них, видимо, следует упомянуть о меха- 
низмах внехромосомной антибиотикоустойчивости. 

Мнения большинства исследователей сходятся на том, что 
главную роль в устойчивости К некоторым антибиотикам играют 
определенные ферменты, инактивирующие их. Для пенициллинов 
и цефалоспоринов это В-лактамазы (пенициллиназы), для хлорам- 
феникола и его производных — специфические ацетилтрансферазы; 
инактивация других  аминогликозидов может 


стрептомицина и г 
происходить за счет фосфорилирования, аденилирования или ты 
тилирования. Тетрациклины, по-видимому, составляют иСКЛЮЧ : 
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обнаружено, : 
менением проницаемости * Вполне вероятно, что последне ; 
д. Г. Кудлай и дра 1972). СПО (Г. Н. Ролинсон 197 Е 
ловлено нарушением в системе пермеаз Ра = . › 1971) ил 
лтибельным усилением транспорта тетрациклина из периплаз. 
ину Е ‹летки во внешнюю среду (В. К. П 
матического пространства клетк Ма 
‹у 73). 
а ферменты, синтез которых детерминирован 
различными К-факторами, могут отличаться друг от друга, В на- 
стоящее время доказано, что пенициллиназы различны как по суб. 
стратной специфичности, так и по активности, что в значительной 
мере определяет степень устойчивости бактерий, несущих тот или 
иной В-фактор. По аналогии такую же ситуацию можно предполо- 
жить и в отношении других инактивирующих антибиотики фер- 
ментов. 

Значительные колебания в степени устойчивости могут прояв- 
ляться также в зависимости от видовой принадлежности бакте- 
рии-хозяина. Так, в 1969 г. ЗшИр показал, что при передаче 
В-фактора от Е. сой Рг. пига Из эксконъюганты протея имели в 
100 раз меньшую пенициллиназную активность по сравнению с до- 
норами и другими реципиентами из семейства Ещегобасенасеае 
(см. Д. Г. Кудлай, 1969). И это несмотря на то, что в их клетках 
было обнаружено до 10 копий В-фактора,`тогда как у кишечной 
палочки на каждую клетку приходилось не более одной копии. 
ЗтИН считает, что такое явление вызвано нарушением контроля 
за фенотипической экспрессией К-фактора со стороны РГг. шиав- 
115. При этом, очевидно, затрагивается не только регулятор числен- 
ности идентичных плазмид в одной клетке, но и активность про- 
дуцируемой за счет В-фактора пенициллиназы. Каков механизм 
этих изменений, сказать трудно. Сдвиг ферментной активности мо- 
жет быть связан, с одной стороны, с уменьшением количества син- 
тезируемого фермента, с другой— со снижением его удельной ак- 
тивности. То и другое вполне вероятно при попадании К-фактора 
в клетку, способную в значительной мере ограничивать и модифи- 
цировать функцию чужеродной ДНК. Нельзя исключить также и 
Е изменчивость В-детерминантов (по типу замен и 

) орая, хотя и редко, может привести к формированию 


Е с искажением генетической информации и 
; тезом неактивного белка вмест > =. 

ивирующе 
го, или дефектного, фер о инактивиру 


мента, в той или иной степени снизившего 
р Бактерии с таким В-фактором либо будут чувст- 
х соответствующему антибиотику, либо значительно ме- 


нее устойчивы к нем 2: 
чем е 
В-фактор. у, сли бы они несли неизмененный 


а 
ОИ © механизмах регуляции уровней внехро- 
а ентности крайне скудны. С нашей точки зрения, 
рос нуждается в дальнейшей разработке. 


Недавно нам (С. А. Лебедева и др., 1973) удалось 


продемонстрировать, ч 
то сте й 
микроба, , пень устойчивости чумного 


тельной а К®-факторами, в значи- 
ных бактериях ген г и 
Е ов антибиотикоустойчивости, локали- 

хромосоме. - Было изучено 4 Ю-фактора с 
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по устойчивость к ним’ связана со специфическим дз, 
" клеточной стенки (Ю. О. Сазыкин, 197. 
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азличными наборами детерминант резистентности. 
В качестве реципиентов использовали хромосомные му- 
танты У. резМз штаммов БУ и 556/106 ОКеп, предва- 
ительно селекционированные по признаку устойчиво- 
сти к канамицину, стрептомицину, бензилпенициллину, 
тетрациклину или левомицетину (табл. 14). У некото- 
ых из этих мутантов была отмечена выраженная в 
азной степени перекрестная устойчивость к другим ан- 
тибиотикам. Отдельные стрептомицинрезистентные Ва- 
ианты снизили свою чувствительнсть к кана-и моно- 
мицину, а устойчивые к последним препаратам мутанты 
были менее чувствительны к стрептомицину. Пере- 
крестную устойчивость наблюдали в отношении тетра- 
ЦИКЛИНОВ И левомицетина у мутантов, селекциониро- 
ванных на средах с одним из этих лекарственных пре- 


паратов. 
Таблица 4 


Степень резистентности к антибиотикам исходных штаммов чумного 
микроба и их антибиотикоустойчивых мутантов 


Устойчивость к антибиотикам (в мкг/мл) 




















Мутантные и исходные 

штаммы [© м К Л ИЕ п 

ЕУ (НИИЭГ) — исход- 1,25 | 2,5 5 2,5 5 1,5 
НЫИ 

556/106 — исходный 2,5 5 5 2,5 5 3 
ЕУ-бшг 100 | 2,5 5 2,5 5 
ЕУ-бпг 4000 | 5 5 | 25 5 | 0,75 
556/106-З тг 7000 | 10 БОВЕ 16 
556/106-5г (Кап, Моп)г | 7000 | 30 20| 25| аа 
Е\-Теуг (Тег) 1,25 | 25 5 |595 50 |6 
556/106-Геуг (Тег) 5 5 5 |50 50 |6 
556/106-Капг (Зш, Моп)г |10 1150 |200 | 1,25| 10 | 155 
556/106-Репг-1 25 | 25| — | 15| 10 | 120 
556/106-Репг-2 95 |5 о ы-5 900 
ЕУ-Тсг (Геу)т 1,25 | 95 | 125 | 10 |100 30 








Условные обозначения: С — стрептомицин, М — мономицин 
К канамицин, Л — левомицетин, Т — тетрациклин, П— бен- 
зилпенициллин. Устойчивость к ним обозначается соответствен- 
но: $шг, Мопг, Капг, Геу", Тег, Репг. Зшт —«основная» устойчи- 
вость, (Зшг) — перекрестная устойчивость. 


ы Все описанные выше мутанты скрещивали с донора- 
е К-факторов. У полученных эксконъюгантов изучали 
ношение к антибиотикам на плотной питательной сре- 
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Эффект 





Штаммы-мутанты 


Устойчив к р: 
Изученные ЮстЬ к антибиотикам (в мкг/мл) 
-Факторы 











ЕУ-$пг 











ЕУ — исходный ь в у ной 5 25 
ЕУ-Зпе Я о 500—600 | 100—200 
Е\-$пг > К Влв 4000 а а а №. й 
70—100 ре 
Е\-Зпь ть 100 
№ 556-бпе Вз, Ве, Влв 3000 эй т у ы 
№ 556 — исходный Вт 0 5 25 
№ 556-51 К, В Валь 1000(2 000) 500- (700, ; 
Вы Ки 2 000 № ) | 100—200 
® 556-Зшг (Кап, Моп)г & Ч — [000-0000] (10-100 | _ 
№ 556 — исходный а. о и 30 
№ 556-51" (Кап, Моп): Вз, Вы Вль ОЙ. я в. 
БУ" (То К Е 6 0 ь 
50 
о И $. т 
я ЕУ-исходный Вз, В Влв 500—(700) | 100—200 
& ВУТеу" (Те) В», Вь, Влв — — _ 1100—1200| 300—400 \ + 
= № 556-[еуг (Тс)г — 50 50 
а № 556 — исходный Вз, Вв› Клв 500—(700) | 100—200 
По № 556-1еуг (Те) К» Вь Влв 1100—1200] 300—400 | +. 
№ 556-Капг (5т, Моп)г т 10 200 150 
№ 556 — исходный И 1000(2 000) | 10 000] 5000—8000 
№ 556-Кап" ($т, Моп)г Ва: Вав 3000 |80000] 5000—8000 + Е: т 
ЕУ-Те (Теу)г — 100 10 
ЕУ — исходный Вв5 70 25 
ЕУ Тсг ([еу)г Вз5 — Е _ 300 70—100 
№ 556-Репг-1 Вз5, Кав Е а 
№ 556-Репг-2 К, Влв Е = 


























ые обозначения те же, что в табл. 14. 

о, в скобках — степень устойчивости одного клона из 10 иных о— 
лась; == несушественное снижение или повышение суммарной устойчивости и 
исходными штаммами, несущими К-факторы; значок — означает, то Виа в устойчивости эксконъю- 
гантов исходного штамма и мутантов не выявлено. В-факторы . со| (устойчивость к антибиотикам): 
В —к СТЛКМН; Влв — кСТЛКМНП; Вз — к СТЛ; Взз — к СТЛП. Степень устойчивости эксконъюгантов 
исходных штаммов У. резИз, определяемая факторами К, Клв и Ез, одинакова, 


устойчивость не определя- 
мутантов по сравнению с 
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Таблица 15 


р 

> 

[®.=] ъ > 

Эффект совмещения хромосомных и внехромосомных детерминантов антибиотикоустойчивости в одной 
бактериальной клетке У. резИ$ 





Устойчивость к антибиотикам (в мкг/мл) 



























—Штаммы-мутанты ‚ван 
С К М т | Л п 
ЕУ-бт" | - 4000 о о 
Е\У — исходный Вз, К, КАв 1 000(2 000) 500—600 100—200 
Е\-бпе о И 4000 т ` (600)—900 710—100 
Е\У-$шг } 22 100 
, ЕУ-Зп" 2 Е, Вы Клв 3000 т . Не я и 
№ 556-5те и 7000 5 2,5 
№ 556 — исходный Ка, В Клв 1000(2 000) 500 (700) | 100—200 
№ 556-пг Вз, Вы Влв 7000 — и (700) —(1000)| (70)—100 | _ 
№ 556-Зшг (Кап, Моп)г ® 7 000 20 30 
№ 556 — исходный Вз, Кв, КАв 1000(2 000) | 10 000 8 000 
№ 556-бт" (Кап, Моп)г Вз, Вы, Кав 7000 |16000|] 12000— 0 0 0 
. ЕУ-Ге\уг (Тс)г КИ о 50 25 
м — 255 о У ,. ро ее о деадитот* 
я: ЕУ-исходный Юз, К, КаАв о А 
й. ЕИ.Геи (Тел 4 а РУ Н Е: м У 5 1009—1200 300—405 = 
2 и И. В а А 5 





ое АЕ РТН Е у к: 


хе ео ах. №05 33, 56 КАв __ 79000 16 000] 12000— о 0? #2 
> в 15 000 
“лох сх ы\ 3. 50 / 25 Я. 

‚ кннниилилиние ^^ 


500—(700) 100—200 








= Е\У-исходный Вз, Вы Клв 
Е ЕУЛеи (То о в Г ти 1100—1200] 300—400 | + 
р № 556-[емг (Тс)г — 50 50 
а № 556 — исходный В. Кь, Влв | | 500—(700) 100—200 
№ 556-1ем" (Те)" ВВ Аа 39 г. За 1100—1200| 300—400 ф 
№ 556-Кап" ($1, Моп)* — 10. 200 150 
№ 556 — исходный Ве, Кав 10002000) | 19 000 5000—8000 
№ 556-Кап' (5т, Моп)! В: Ра 3000 |30000] 5000—8000 + ь и 
ЕУ-Те (еу)т — 100 10 
ЕУ — исходный Вв5 70 25 
ЕУ Тег (Г.еу)т Ва! гв — — 300 709—100 
№ 556-Репг-1 Ва, Юлв та 78 Ни В: и + 
№ 556-Реп"-2 о АВ и | ый Е. и И 
ыы 
ЕО . 
О И повние оуммарно оби мутанта по ен 
Е "выявлено, В-факторы Е, со (устойчивость к антибиоикаы 
з . ; В —к СТЛ; Вз5 — к СТЛП. Степень устойчивости эксконъюганлов 


исходных штаммов У. рез, определяемая факторами К, Клв и Юз, одинакова 





де. Из каждого кросса методом случайной выборки от- 
бирали по 10 клонов эксконъюгантов и ви. ©. уро- 
вень их устойчивости на плотных средах по сравнению 
с аналогичными эксконъюгантами исходных штаммов, 
Опыты ставили в двух повторностях. Степень достовер- 
ности различий определяли с помощью критерия зна- 
ков. В ряде случаев наблюдали более выраженное по- 
вышение устойчивости, чем это можно было ожидать 
при суммации активности хромосомных и внехромосом- 
ных генов (табл. 15). Особенно эффективным оказалось 
совмещение разнолокализованных детерминантов рези- 
стентности к канамицину. Фактическая суммарная ус- 
тойчивость эксконъюгантов мутанта более чем в 8 раз 
превышала ожидаемую. Достоверное возрастание ус- 
тойчивости в 2—4 раза наблюдали в опытах с мутан- 
тами, резистентными к левомицетину (отечественный 
аналог хлорамфеникола), что совпадает с результата- 
ми некоторых исследований, проведенных на мутантах 
Е. соН, устойчивых к хлорамфениколу и перекрестно — 
к тетрациклинам (Кееуе, 1966; ЗотроПпзКу, Зашга, 
1968). : 

В наших опытах отмечена зависимость уровней ус- 
тойчивости от свойств реципиентных бактерий. Если 
хромосомная резистентность чумного микроба к стреп- 
томицину была высокой (до 4000—7000 мкг/мл), то 
передача К-фактора со стрептомициновым маркером не 
сказывалась на ней и она оставалась на прежнем уров- 
не, если низкой (например, перекрестная устойчивость 
канамицинустойчивых мутантов к стрептомицину была 
не более 20 мкг/мл, а некоторых стрептомицинрези- 
стентных — 100 мкг/мл) — передача того же К-фактора 
сопровождалась эффектом совмещения, определявшим 


резистентности в 


‚ была хромосомная резистентность 


(т. е. мутант селекцио- 
нировали с помощью канамицина) или перекрестной 


(например, У вариантов, селекционированных мономи- 





>. — 8> 


антибиоти 
функций 

одноступе 
устойчиво 
и Меупе] 
ив [00 
редачи В 
МОСоМны 




































> ов оо бов 


2 








(если последний превышал «эписомный») или на «вне- 
хромосомном» (если он был выше «хромосомного»), т. е. 
на том уровне, который при совмещении разнолокали- 
зованных генов мономицинустойчивости оказывался 
максимальным. У стрептомицинустойчивых мутантов, 
перекрестно резистентных к малым концентрациям мо- 
номицина (50 мкг/мл), введение В-фактора с мономи- 
циновым маркером вызывало неадекватное повышение 
суммарной резистентности к мономицину. Эти данные 
наводят на мысль о возможности функционирования 
разных механизмов устойчивости к мономицину уопи- 
санных мутантов. Дальнейшее их изучение, с нашей 
точки зрения, представит значительный интерес. 

Следует подчеркнуть, что в большинстве опытов не- 
адекватное увеличение степени суммарной устойчивости 
после передачи К-факторов наблюдалось у мутантов с 
невысоким уровнем резистентности к тому или другому 
антибиотику (20—250 мкг/мл). На легкость ассоциации 
функций В-фактора и генов, определяющих начальные 
одноступенчатые изменения хромосомной антибиотико- 
устойчивости, указывают Кееуе (1966), а также Реагсе 
и МеупейЙ, наблюдавшие неадекватное повышение (поч- 
ти в 100 раз) устойчивости к стрептомицину после пе- 
редачи В-фактора со стрептомициновым маркером хро- 
мосомным мутантам Е. сой с невысокой резистентностью 
к этому антибиотику (Реагсе, Меупей, 19685). Но, ви- 
димо, такое явление не закономерно. В наших опытах 
хромосомные мутанты, резистентные к бензилпеницил- 
лину, несмотря на то, что они были нечувствительны 
лишь к 60—120 мкг/мл антибиотика (рост бактерий ис- 
ходного штамма подавлялся 3 мкг/мл), вели себя иначе. 
После передачи соответствующих К-факторов с пе- 
нициллиновым маркером данным мутантам их устойчи- 
вость к бензилпенициллину была как у исходных штам- 
мов, получивших те же К-факторы. 

Результатов этих исследований и данных литературы 
не достаточно для объяснения описанного феномена. 
Пока можно высказать лишь общие предположения. 
Видимо, такой эффект можно наблюдать при синергид- 
ном действии нескольких механизмов, обеспечивающих 
лекарственную устойчивость: 1) при инактивации ан- 
тибиотика за счет В-фактора на фоне снижения прони- 
цаемости клеточной стенки бактерий за счет мутаций, 
локализованных в хромосоме, 2) при синергидном взаи- 
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модействии инактивирующих антибиотики ферментов, 
синтез которых детерминирован как хромосомными, так 
и внехромосомными генами, 3) при снижении чувстви- 
тельности к антибиотикам белкового синтеза бактерий, 
которое может возникать в результате мутаций, лока- 
лизованных на хромосоме, и параллельной инактива- 
ции лекарств и, наконец, 4) при том же снижении чув- 
ствительности белкового синтеза и изменении проница- 
емости клеточной стенки за счет К-фактора. 

Опора и Ранцег (1964) пытались объяснить эффект 
неадекватностного увеличения суммарной (внехромо- 
сомная - хромосомная) устойчивости к  стрептомицину 
возможным присутствием «гена-мутатора», определяю- 
щего генетическую нестабильность хромосомы при взаи- 
модействии с В-факторами и возрастание частоты му- 
таций к антибиотикоустойчивости у бактерий-носителей. 
Эту точку зрения оспаривают Реагсе и Меупе! (1968Ь), 
которые считают, что роль К-фактора в данной ситуа- 
ции сводится к тому, что он обеспечивает начальное 
размножение микроорганизмов на селективной среде с 
антибиотиком до такой плотности популяции, когда ста- 
новится возможным появление антибиотикоустойчивых 
мутантов. 

‚Детальные исследования механизмов антибиотикоус- 
тойчивости позволят определить истинные причины вы- 
явленного феномена. 

Наибольшее число работ по изучению механизмов 
внехромосомной множественной лекарственной устой- 
чивости выполнено на модели кишечной палочки, ста- 
филококка и некоторых других видов микроорганиз- 
мов. Аналогичные исследования на чумном микробе 
представлены только несколькими публикациями. 

С. А. Лебедевой и Б. Н. Мишанькиным (1972), а 
также С. А. Лебедевой с сотр. (1972) показано, что, 
воспринимая соответствующий К-фактор от кишечных 
бактерий, чумной микроб приобретает способность инак- 
тивировать антибиотики, в частности пенициллин и ле- 
вомицетин, аналогично тому, как это происходит в 
бактериях-донорах. 

Ротага4зК] с сотр. (1971) провели сравнительное 
изучение инактивации левомицетина чумным микробом 
и кишечной палочкой при наличии в их клетках одного 
и того же К-фактора (устойчивость к стрептомицину, 
левомицетину, тетрациклину; донор Е. со! ЛЕ 51). Ис- 


132 








54$ инак 
чет обр: 
ннактива! 
у резист 
бактерий 
его инак 
характер 
АГ и ко 
следует ‹ 


Урове 
его и 
















































































тибнотикое 
чины 85 








следованию подвергались покоящиеся клетки, сферо- 
пласты, детрит и экстракты из клеток. Об инактива- 
ции 300 мкг/мл левомицетина судили по синтезу аце- 
тилгидроксамовой (АГ) и п-аминобензойной (ПАБ) 
кислот, количество которых определяли колориметри- 
чески (табл. 16). Образование ПАБ было выражено 
слабо у обоих видов микроорганизмов. Способность кее 
синтезу проявлялась в большей степени у чувствитель- 
ного штамма кишечной палочки по сравнению с устой- 
чивым. В отношении чумного микроба наблюдалось об- 
ратное: антибиотикочувствительные бактерии продуци- 
ровали несколько меньше ПАБ. Видимо, в данном случае 
этот путь инактивации не играет существенной ро- 
ли в механизме устойчивости к левомицетину. Рези- 
стентные и чувствительные субкультуры Е. сой и У. ре- 
5: инактивировали антибиотик главным образом за 
счет образования АГ. У культур, лишенных В-фактора, 
инактивация протекала в 5—6 и более раз слабее, чем 
у резистентных. Сопоставление степени устойчивости 
бактерий обоих видов к левомицетину с интенсивностью 
его инактивации выявило прямую связь между этими 
характеристиками и обратную — между накоплением 
АГ и концентрацией активного антибиотика. Однако 
следует отметить, что только в течение первых 2 часов 


Таблица 16 


Уровень резистентности к левомицетину и интенсивность 
его инактивации у бактерий с В-фактором и без него! 


Концентрация (в мкг/мл) 











а и ус- 

ктерии 0 6 ` 
р (в мкимл) | АГ ПАБ оадаиь 

У. резНз В 100-200 471 2,3 14 

У. резнз В 25—5 54 1,2 232 

Е. СОН В 300—400 522 15,2 3 

Е. соН В: 1,25—2,5 73 23,5 210 





1 Первоначальная концентрация левомицетина в пробах 
300 мкг/мл. 

? Данные представлены в виде средних, полученных по резуль- 
татам шести экспериментов. * 

3 Инкубация проб в течение 6 часов. 

“ Инкубация проб в течение 24 часов. 
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концентрации АГ В пробах было эквива- 
лентно убыли левомицетина. При инкубировании проб 
более длительное время образование АГ превышало 
убыль левомицетина, что обусловливалось, по-видимо- 
му, ацетилированием не только первичного, но и вто- 
ричного гидроксила антибиотика. Судя по кинетике 
процесса, его можно отнести к реакциям второго по- 
рядка. Синтез АГ осуществлялся в 2—3 раза интенсив- 
нее в аэробных условиях, хотя потребность в кислоро- 
де, видимо, не была связана непосредственно с инакти- 
вацией антибиотика, таккак уровень дыхания бактерий 
в присутствии левомицетина и без него по суще- 
ству не отличался. Ацетилирование антибиотика осу- 
ществляется ферментными системами, которые, по всей 
вероятности, локализуются в периплазматическом про- 
странстве. Разрушение клеточной стенки при получе- 
нии сферопластов приводило к снижению интенсивно- 
сти инактивации, а при полной деструкции клеток зна- 
чительную долю активности (около 20% ее у целых 
клеток) сохранял клеточный детрит. В экспериментах с 
бесклеточными экстрактами АГ или не обнаруживалась 
совсем, или выявлялась в незначительных количествах. 

Таким образом, передача В-фактора от одного хо- 
зяина к другому качественного изменения механизма 
инактивации левомицетина в опытах Ротага4$К! с 
сотр. (1971) не вызывала, что согласуется с аналогич- 
ными данными о механизмах внехромосомной устойчи- 
вости к аминогликозидам и пенициллинам (Б. Н. Ми- 
шанькин и др., 1971; С. А. Лебедева и др., 1972). От- 
меченные колебания количественного характера, види- 
мо, следует отнести за счет возможных модификаций и 
ограничений плазмидной ДНК кишечной палочки в 
клетках У. рез. 

В работе Ю. И. Кондрашина (1970) представлены 
результаты изучения характера инактивации аминогли- 
козидных антибиотиков, включая мономицин, канами- 
цин и неомицин. Показано, что экстракты клеток мутан- 
тов чумного микроба с хромосомной устойчивостью к 
мономицину обладают высокоспецифичной «мономици- 
назой», в то время как фермент, синтезируемый клет- 
кой с В-фактором, активен в отношении всех упомяну- 
тых аминогликозидов. Несколько иные данные получе- 
ны Б. Н. Мишанькиным с соавт. (1971). В их опытах 
хромосомные мутанты штамма ЕУ, устойчивые к ами- 
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ногликозидам, не инактивировали эти антибиотики. 
Напротив, бесклеточные экстракты из клеток того же 
штамма, несущих соответствующий В-фактор, проявля- 
ли способность к инактивации. Восстановить биологиче- 
скую активность антибиотика после воздействия экст- 
рактов удавалось обработкой опытных смесей щелочной 
фосфатазой. На этом основании авторы заключа- 
ют, что инактивация аминогликозидов бактериями с 
изученным К-плазмидом происходит в результате их 
фосфорилирования. 

В проведенных исследованиях учеными не обнару- 
жено каких-либо принципиальных отличий в механиз- 
мах внехромосомной устойчивости чумного микроба и 
кишечной палочки, использованной в качестве донора 
В-факторов. Создается впечатление, что сущность про- 
цессов, детерминированных К-фактором, зависит В ©с- 
новном от их собственной специфики и в меньшей сте- 
пени от свойств бактерий-носителей. Последние, види- 
мо, определяют различия количественных характеристик 
функций В-плазмид. Однако этот вывод нуждается В 
более глубокой проверке с использованием нескольких 
В-факторов и большего числа реципиентов с различной 
видовой принадлежностью. 

Значительное внимание в настоящее время уделя- 
ется изучению взаимодействия эписомных элементов и 
их взаимосвязи (Д. Г. Кудлай, 1969; Д. Г. Кудлай 
и др., 1972). На модели чумного микроба вопрос изу- 
чен мало. О. А. Проценко и П. И. Анисимов (1970) 
подтвердили обнаруженную ранее у кишечной палочки 
способность П+-В-фактора Е. соН С$Н-2-В 222 подав- 
лять фактор Е-ас+. Совмещение этих плазмид В клет- 
ках У. рез приводило к утрате фертильных свойств 
эписомы Е-|ас+, хотя не влияло на фенотипическую 
экспрессию 1ас-оперона. 

Е. Г. Кольцова и С. А. Лебедева (1969) установили 
индифферентные взаимоотношения между В-факторами 
Н+-и Н--типов, с одной стороны, и фактором пестицино- 
генности возбудителя чумы — с другой. К этому выво- 
ду авторы пришли на основании того, что частота пе- 
редачи и характер фенотипического проявления факто- 
ров множественной лекарственной устойчивости У пе- 
стициногенных и непестициногенных штаммов У. резИ$ 
были одинаковы. Более того, пестициногенные бакте- 
рии, имеющие и не имеющие К-фактор Н+- или И--ти- 
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па, продуцировали одинаковое количество пестицина 
как спонтанно, так и после индукции. Такие взаимоот- 
ношения, по мнению МеупейЙ с сотр. (1968), свидетель- 
ствуют 0б отсутствии генетической гомологии между 
данными внехромосомными элементами, обычно выяв- 
ляемой на основании иммунитета к суперинфекции или 
последующего ограничения функций одной из введен- 
ных в клетку плазмид. 


Аналогичные ситуации возникают при совмещении В- и Со]|- 
факторов, однако не всегда. Иногда эти элементы находятся в 
состоянии эпистаза (ТГ а\утгепсе, Мшсгук, 1965). Эпистатические от- 
ношения известны при совмещении в одной клетке двух В-факто- 
ров, принадлежащих к типу Н+. В таком случае один из факто- 
ров либо не способен инфицировать бактерии, либо после попада- 
ния в них интенсивно элиминируется. При совмещении двух В-плаз- 
мид разных типов (Й+ и Н-) обычно между ними возникают ин- 
дифферентные отношения. 


Однако С. А. Лебедева с сотр. (не 
обнаружили антагонизм этих типов К-факторов в клет- 
ках чумного микроба. К-факторы вводились последова- 
тельно один за другим при скрещивании бактерий чумы 


опубликовано) 


с соответствующими донорскими штаммами кишеч- 
ных бактерий. Присутствие #- В-факторов в реципиент- 
ных клетках возбудителя чумы не влияло на частоту 
последующей передачи Й+-факторов. Однако при хране- 
нии и пересевах на питательных средах эксконъюган- 
тов, содержащих одновременно Й-и И+-В-факторы, 
П+-В-факторы интенсивно элиминировались из клеток 
чумного микроба и, за редким исключением, не опреде- 
лялись уже через | месяц хранения. Будучи же «в оди- 
ночестве» (контрольная группа эксконъюгантов), они 
сохранялись в течение года и более. Культивирование 
на среде с комбинацией антибиотиков обеспечивало се- 
лекцию обоих К-факторов и обусловливало возникнове- 
ние более стабильных комплексов В-плазмид. В процес- 
се утраты Й+-В-факторов формировались сегреганты, 
стойко сохраняющие Н--В и детерминанты стрептоми- 
цин-и тетрациклинустойчивости #+-Ю. В связи с этим 
возникло предположение о рекомбинации двух Е-фак- 
торов. 

Поскольку данные С. А. Лебедевой и сотр. о ха- 
рактере взаимоотношений изученных Н+-и Н--В-плаз- 
мид отличаются от литературных, авторами высказаны 
два предположения: либо изученный Н--В-фактор явля- 
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ется не истинным И (1-подобным), а мутантом Н+ (Е-по- 
добного фактора), либо выявлен новый для исследовате- 
лей тип взаимодействия И+-и НП -В-факторов. Оконча- 
тельное решение этого вопроса крайне желательно для 
понимания того, имеем ли мы дело с принципиально но- 
вым явлением, присущим только возбудителю чумы, 
или с частным случаем уже известного ранее феномена. 

Предполагают (см. Д. Г. Кудлай, 1969), что К-фак- 
тор обычно находится в автономном состоянии, вне свя- 
зи с хромосомой. С приобретением фактора множест- 
венной лекарственной устойчивости микроорганизмы, 
как правило, не изменяют своих видовых свойств. Ана- 
логичным образом ведут себя и чумные микробы, по- 
лучившие В-факторы от кишечных бактерий (С. А. Ле- 
бедева, 1969; П. И. Анисимов, А. А. Синичкина, 1969). 
Однако имеются данные Зи што и Ниофа (1962), Реаг- 
се и Меупей (1968а) о том, что К-факторы могут при- 
соединяться к хромосоме Е. соЙ и обеспечивать пере- 
нос хромосомных маркеров, подобно Е-факторам. 

Способность В-фактора переносить хромосому на мо- 
дели чумного микроба почти не изучена. Можно упо- 
мянуть лишь о ‘работе П. И. Анисимова и А. А. Синич- 
киной (1969), которые обнаружили, что два рекомби- 
нанта чумного микроба (из 32 изученных) приобрели 
от кишечной палочки способность ферментировать сор- 
бит — характерный признак донорского штамма Е. со- 
И, но не У. рези$. 

Принимая во внимание данные Зицото и Ниоа 
(1962), Реагсе и МеупейЙ (1968а), а также П. И. Ани- 
симова и А. А. Синичкиной, можно с определенной до- 
лей вероятности сказать, что изучение свойства В-фак-_ 
тора переносить хромосому окажется полезным для 
решения вопросов, связанных с картированием хромосо- 
мы чумного микроба и анализом особенностей, обус- 
ловленных наличием в клетках В-факторов. 

Пестициногенный фактор. Многие виды микроорга- 
низмов способны продуцировать бактериоцины — ве- 
щества, угнетающие рост чувствительных к ним бакте- 
рий того же вида или рода. 

В генетическом отношении это явление наиболее изучено у ки- 
шечных бактерий, у которых синтез бактериоцинов детерминирован 
колициногенными факторами (Со]-факторы), отнесенными к эписо- 
мам (Д. Г. Кудлай, 1969). Среди Со1-факторов обнаружены та- 


кие, которые могут вызывать конъюгацию бактерий и переходить 
из клетки в клетку самостоятельно, как например Со!. 1. Другие 
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Со|-факторы, будучи трансмиссибельными, нуждаются в присут. 
ствии дополнительных внехромосомных элементов (Е, Е-ас+. : 
способных детерминировать конъюгацию (см. Д. Г. Кудлай, 1969). 


Бактериоциногения у чумного микроба (пестицино- 
гения) впервые была описана Веп-аигюп и Негёпап в 
1958 г. и в генетическом отношении все еще очень мало 
изучена. Основные работы по пестициногении рассмот- 
рены сравнительно недавно в монографии И. В. До- 
марадского (1971), поэтому здесь приводятся лишь по- 
следние сведения о возможности конъюгационной пере- 
дачи пестициногенного (Ре) фактора. 

До последнего времени исследователям не удава- 
лось передать Рэ-фактор непестициногенным клеткам 
при их контакте с Рэ+-бактериями У. резИ$. Проведен- 
ные Е. Г. Кольцовой (1970) опыты по изучению воз- 
можности передачи пестициногенности оказались так- 
же безрезультатными. В этих опытах в качестве донора 
применяли стрептомицинчувствительный — пестицино- 
генный штамм Е\, а реципиентами служили стрепто- 
мицинрезистентные мутанты непестициногенных штам- 
мов чумного микроба. Скрещивание проводили по ме- 
тодике Фредерика (см. Д. Г. Кудлай, 1969). Бактерии 
донорского штамма элиминировали  стрептомицином. 
После скрещивания исследовали около 105 клеток каж- 
дого штамма-реципиента. Выявить пестициногенные ре- 
комбинанты ни в одном случае не удалось. В связи с 
этим возникло предположение: либо Рэ-фактор переда- 
ется значительно реже, чем 10-5, либо он не обладает 
детерминантами фертильности. Исходя из второго допу- 
щения, была предпринята попытка передать Рэ-фактор 
при конъюгации чумных бактерий, опосредованной Й-- 
К-плазмидом (Е. Г. Кольцова и др., 1971). Такой под: 
ход оправдывался тем, что ранее было показано отсут. 
ствие влияния этого К-фактора на пестициногенную ак- 
тивность чумных бактерий (Е. Г. Кольцова, С. А. Лебе- 
дева, 1969). : 

Реципиентами служили устойчивые к стрептомицину 
мутанты непестициногенных штаммов У. рез@з. Один 
из них (№ 1706) был чувствителен к пестицину, другие 
(№ 117, 158, 167, 487, 753, 780) были устойчивы к не- 
му. Донором был пестициногенный штамм ЕУ, которо- 
му предварительно при скрещивании по методике Кнаппа 
и Лебека (Кпарр, ГеБек, 1967) передали Н--В-фак- 
тор устойчивости к пенициллинам от небактериоцино- 
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генного варианта 5!ееНа пе\уусаз е!. Рекомбинанты се- 
лекционировали на среде со стрептомицином и пени- 
циллином. Возможность влияния мутационной изменчи: 
вости на результаты исключалась соответствующими 
контролями и последующим анализом неселективных 
признаков ‘у предполагаемых рекомбинантов. 

В процессе скрещивания пестициногенного донора, 
обладающего фактором лекарственной устойчивости, и 
всех непестициногенных реципиентов получены реком- 
бинанты с В-фактором. Частота их выявления у раз- 
ных штаммов колебалась в пределах 10-68—10-?. При 
определении пестициногенности антибиотикоустойчивых 
вариантов обнаружено, что некоторые из них получили 
при конъюгации не только К-фактор, но и способность 
продуцировать пестицин. Перёдача пестициногенности 
при конъюгации, опосредованной фактором множест- 
венной лекарственной устойчивости, воспроизведена на 
всех использованных реципиентных штаммах чумного 
микроба. 

Обнаруженная возможность передачи фактора пе- 
стициногении при конъюгации, обусловленной К-эписо- 
мой, не дает ответа на вопрос о способности Ре-факто- 
ра. детерминировать конъюгацию клеток и собственный 
перенос от донора реципиенту. 

Возникает вопрос, каков механизм этой передачи. 
Сводится ли роль В-фактора только к тому, что он 
обеспечивает формирование конъюгационных мостиков, 
или, кроме того, находясь в сцеплении с Рэ-элементом, 
он переносит его аналогично тому, как это происходит 
с [ас-опероном в Е-1ас+. 

Е. Г. Кольцова с сотр. (1971) определяли пестицино- 
генность у 219 Рэ+ В+-рекомбинантных клонов возбу- 
дителя чумы, утративших К-фактор спонтанно и после 
воздействия додецилсульфатом натрия (до 35% клеток 
в популяции). Все они сохранили признак Рэ+. Видимо, 
В-и Ро-детерминанты функционируют независимо друг 
от друга и передаются самостоятельно при конъюга- 
ции, обусловленной К-фактором. 

Предполагают, что. Ре-фактор локализован в клет- 
ке вне хромосомы, подобно Со|!-факторам кишечных бак- 
терий. В пользу такого предположения говорит выяв- 
ленная возможность мобилизации Ро-детерминанта` на 
перенос. Кроме того, показано, что передача признаков 
В+Ро+т от штамма У. резйз В+Ре+ реципиентам 
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- ро- же вида не сопровождалась передачей ка. 
С. ЗЕАВАВА етерминированных хХромосомными 
и 1970). Этот факт, как и воз- 

Л : я ы , э 

те элиминации Рэ-фактора под о - 
радиации (Г. Ю. Пак, 1969), свидетельствует о боль- 
шей вероятности его автономного существования. 

Однако ГИМе и ВгаБаКег (1972) не удалось обна- 
ружить плазмидную ДНК, с которой могут быть ассо- 
циированы такие признаки возбудителя чумы, как син- 
тез У\М/-антигенов, фракции Т, способность к образова- 
нию пестицина и адсорбции пигментов. Сделано заклю-` 
чение: либо эти признаки локализованы на хромосоме, 
либо плазмидная ДНК не могла быть обнаружена ис- 
пользованным методом центрифугирования в градиенте 
плотности этидиумбромидхлорида цезия. 

Пестициногенность включена в число признаков, свя- 
занных с вирулентностью. Ряд авторов, работы которых 
описаны в монографии И. В. Домарадского (1971), а 
также Г. Ю. Пак (1969), полагают, что существует тес- 
ная зависимость между Рэ-признаком возбудителя чу- 
мы и его фибринолитической и коагулазной активно- 
стью. Установлено, что утрата пестициногенности и коа- 
гулазной и фибринолитической активности происходит 
одновременно. Возникает вопрос, представлены ли эти 
детерминанты в виде целостного Ре-фактора с единым 
регуляторным центром или характер их проявления и 
утраты обусловлен лишь тесным сцеплением соответ- 
ствующих оперонов на ДНК Ре-фактора. Особый инте- 
рес приобретают исследования Ра+-рекомбинантов, про- 
веденные Е. Г. Кольцовой с сотр. (1971). У 76 реком- 
. резИз, получивших при 
конъюгации способность продуцировать пестицин (Р5), 
определяли наличие коагулазной (С) и фибринолити- 
ческой (Е) активности. Оказалось, ‘что большинство из 
них приобрели от донора все три признака (Ро+, С+ Е+) 

- , Ю ‚ 

а четыре — только один (Ро+). Такой характер переда- 
чи изученных свойств при скрещивании, по мнению ав- 
торов, позволяет предположить 
пестициногенной и коагулазно-фи 
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нолитической активностей, коррелятивная связь кото- 
ых была установлена И. В. Домарадским © сотр. 
(1962). Е Фик. 
Е. Г. Кольцовой (1970) ‘удалось передать Рв-фак 
тор не только чумному микробу, но и возбудителю 
псевдотуберкулеза и кишечной палочке. У. рези$ и 
у. рзецао{иБегси10$13, за редким исключением (см. вы- 
ше), приобретали признаки Ро+, С+, Е+, в эксконъюган- 
тах кишечной палочки экспрессировалась лишь способ- 
ность продуцировать пестицин. Коагулазная и фибри- 
нолитическая активности не проявлялись. Передача 
Ре-фактора патогенным и непатогенным видам бакте- 
рий, а также возможность отделения Рот от детерми- 
нантов синтеза коагулазы и фибринолизина. позволят 
провести ряд исследований по уточнению роли каждого 
из этих признаков в проявлении вирулентности. 

Вопросы вирулентности чумного микроба уже раз- 
бирались ранее И. В. Домарадским (1966), И. Л. Мар- 
тиневским (1969). Затронуты они и в монографии 
В. Г. Петровской (1967). Поэтому вряд ли целесооб- 
разно рассматривать их здесь столь же подробно. За 
последние годы мало что изменилось во взглядах на 
проблему. Следует лишь, видимо, еще раз подчеркнуть, 
что роль так называемых детерминантов вирулентности 
нуждается в некоторой переоценке, поскольку извест- 
ны случаи выделения вирулентных мутантов, утратив- 
ших отдельные детерминанты или их сочетания (У\, 
Р-, Е1-, Т-,’Са+) (см. П. И. Анисимов, 1968). 

Современное состояние проблемы вирулентности чум- 
ного микроба в достаточной степени отражено в пос- 
леднем обзоре ВгираКкег (1972). 

Обобщая материалы многих исследователей, автор 
делает вывод, что проявление вирулентности, по всей 
вероятности, связано со свойствами возбудителя подав- 
лять пролиферацию ретикулоэндотелиальной системы 
нейтрализовать ее антибактериальную активность ивы. 
живать внутри фагоцитов. 
О - 
ны сов инкубации при 37° или 
1 ууо до образования морфологически различимой к 
сулы. Решающую роль в этом играет фракция 1 Ве 
чение же У-и \\-антигенов до сих пор остаетс а 
ты Подращивание мутантов, лишенных \У\\, ири” 975 

риводит к появлению нормальной резистентности к 
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фагоцитозу, тогда как дефект по синтезу Е] определяет 
сохранение О = условиях. Труд. 
ности в определении роли \-иИ -антигенов Состоят 
также в лом, что, судя по результатам опытов шуй. 
го, их накопление происходит при 37° в неразмножаю- 
щихся культурах, стаз которых обусловлен отсутстви. 
ем ионов Са-+. Известно, что в плазме крови и межкле- 
точных пространствах концентрация Са++ достаточна 
для размножения, и только внутри фагоцитов, где от- 
сутствуют ионы Са++, создаются подходящие условия 
для синтеза У\/. Если признать Са-зависимость атри- 
бутом вирулентных клеток, внутри фагоцитов должен 
происходить стаз захваченных вирулентных клеток, так 
необходимый для синтеза У\/-антигенов. Однако уста- 
новлено внутриклеточное размножение возбудителя и 
вряд ли это Са-независимые авирулентные клетки. 
Можно предположить, что снижение напряжения кисло- 
рода в тканях, наблюдаемое в макроорганизме в пер- 
вичных и вторичных очагах, уменьшает или снижает 
зависимость от Са*+, так как последняя четко прояв- 

ляется в условиях аэрации, либо следует согласиться 

с мнением ВгираКег (1972), что накопление У-и \\-ан- 

тигенов в период первоначального стаза может приво- 

дить к фенотипическим изменениям метаболизма возбу- 

дителя, что и определяет его способность выживать 

внутри фагоцитов. \МаштЬего (цит. по ВгиракКег, 1972) 


относит У\/ к вторичным метаболитам, накапливаю- 
щимся в резу 


Са ультате блока, возникающего в отсутствие 
а при 37. Это вполне вероятно, поскольку в таких 


р: уже можно считать установленным возникно- 
ение лока некоторых функциональных систем, в 
частности тех, к 


оторые ответственны за инвагинацию и 
Иоан межклеточных перегородок при делении. 
акои олок в свою очередь приводит к прекращению 


размножения возбудителя. Од 
. нако, если г 
антигенам подобную к 


г роль, трудно ответить на вопрос, 

какой фактор спо 

ен а: выживанию в процессе фа- 
придавать же 

также нельзя, ведь о (см. р 9972) ито 

Е ‘анти-У-сыворотки обеспечивают пас- 

а щиту мышей от экспериментальной чумы. 

т а ЙЕ в настоящее время рассмат- 
рода защитный механизм для вы- 
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живания вне фагоцитов. Ионы железа ингибируют ан- 
тибактериальные элементы сыворотки, в том числе и 
комплемент. Поэтому вполне вероятно, что клетки с 
адсорбированными на поверхности ионами железа ме- 
нее доступны действию ‚антибактеринов сыворотки. 
Возможно также, что такие клетки представляют со- 
бой и меньший раздражитель для ретикулоэндотели- 
альной системы, однако прямых доказательств этому 
пока нет. 

Даже неполные сведения, приведенные здесь и ха- 
рактеризующие некоторые стороны современного состо- 
яния проблемы вирулентности чумного микроба, свиде- 
тельствуют о том, что выяснение вопросов, связанных с 
этим важным свойством возбудителя, далеко от завер- 
шения. 

Проблема нуждается в дальнейшем изучении при 
использовании новых подходов и условий, максимально 


приближенных к тем, в которых возбудитель функцио- 
нирует в макроорганизме, вызывая инфекцию. 








ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Попытаемся подвести итоги и наметить перспекти- 
вы исследований по физиологии и генетике чумного 
микроба. 

Суммируя данные работ, приведенных в книге, мож- 
но сказать, что на сегодняшний день по многим вопро- 
сам удалось значительно продвинуться вперед. Так, в 
общих чертах определены основные направления мета- 
болизма чумного микроба. Немало сделано в области 
изучения питательных потребностей и дыхания. Выяс- 
нены и частично исследованы ферментные системы, при- 
нимающие участие главным образом в обмене белков 
и углеводов. Возникло функционально-морфологическое 
направление в изучении метаболизма. Подобраны эф- 
фективные мутагены и оптимальные условия их дейст- 
вия. Создан музей разнообразных мутантов. Намечены 
подходы к картированию. хромосомы. Начаты поиски 
характерных путей передачи генетической информации. 
Экспериментально получено несколько типов эксконъю- 
антов, среди которых основное место занимают реком- 
бинанты с В-факторами. 

Однако не везде 
вопросы еще треб 
вообще не уделя 


дело обстоит так гладко, некоторые 
уют значительных доработок, а другим 
: лось внимания. 
ме скудны сведения по регуляции обмена ве- 
и Е О исследованы процессы биосинтеза 
Уклеиновых кислот. Еще хуже изучен синтез 
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подходят к оценке активно- 
ерментных систем или даже целых про- 
нтных и авирулентных штаммов; в этом: 
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отношении мало что изменилось по сравнению с тем, 
что было известно к 1966 г. (см. «Очерки патогенеза 
чумы» И. В. Домарадского). Нуждаются в уточнении 
результаты изучения потребности в аминокислотах, ви- 
таминах и других факторах роста, поскольку в боль- 
шинстве случаев для опытов используют разные штам- 
мы, применяют разные методы учета и, что особенно 
важно, проводят эксперименты в неодинаковых ус- 
лОвиЯх. 

По-прежнему мы мало знаем о биохимических ас- 
пектах взаимоотношения между чумным микробом и 
организмом его хозяев. Те сведения, которыми мы рас- 
полагаем, ни в коей мере не способствуют ответам на 
многочисленные вопросы. Особый интерес представля- 
ет выяснение биологической целесообразности измене- 
ния обмена веществ возбудителя при варьировании тем- 
пературы его культивирования. Небезынтересно напом- 
нить, что эти изменения идут как под знаком «минус», 
так и под знаком «плюс», т. е. снижение активности 
одних систем и утрата тех или иных признаков сопро- 
вождается повышением активности других систем и по- 
явлением новых свойств. По-видимому, изменения мета- 
болизма возбудителя — результат его адаптации к ор- 
ганизму хозяина. Утрата некоторых ферментов, связан- 
ная, в частности, с повышением потребности в факторах 
роста, может быть одним из выражений принципа 
«экономии» и в живой природе, поскольку микроб по- 
падает в условия, обеспечивающие его всем необходи- 
мым. В свою очередь «сэкономленная» энергия тратит- 
ся на образование факторов вирулентности, которыес 
позиций микроба следует рассматривать как факторы 
защиты. 

Здесь, как и при решении многих других проблем 
чумы, мы сталкиваемся с изменчивостью чумного мик- 
роба. Ее диапазон был и отчасти остается предметом 
многочисленных дискуссий. Однако до середины 50-х 
годов мы не имели материальной основы для ее научно- 
го анализа. Поэтому сейчас нам представляется более 
животрепещущим детальнее обсудить данные по гене- 
тике У. резз, чем различные аспекты ее биохимии. 

Прежде всего о генетических рекомбинациях. Пока 
их изучение находится в начальной стадии. 

Способность к трансформации нельзя считать дока- 
занной, хотя и отрицать ее вряд ли правильно, учиты- 
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результаты опытов Г. М. а ее (1971). 
Необходимы новые усилия Я Ра ие 
кает ли изолированная ДНК в клетки чу! микроба 
Е. действительно ли МЫ имеем дело с трансформан- 
тами) и каковы условия, обеспечивающие их компе- 
тентность (если она есть). ЕЕ ее 

Как видно из материалов главы 11, утверждение о 
наличии лизогении У возбудителя чумы кажется недо- 
статочно обоснованным. Проблема трансдукции также 
нуждается в проверке и доработках. Крайне необходи- 
мо быстрейшее выяснение истинной природы фагов, вы- 
деленных Н. Н. Новосельцевым и В. С. Лариной, и воз- 
можной роли чужеродных фагов в процессе транс- 
дукции. 

Недостаточно обосновано мнение об отсутствии соб- 
ственной половой дифференциации у чумного микроба, 
поскольку оно строилось на аналогиях с кишечной па- 
лочкой и использовании ее фагов ф П и №. Так или ина- 
че, но пока передачи собственной генетической инфор- 
мации путем конъюгации клеток у чумного микроба 
никому наблюдать не удалось. 

Немалый теоретический и практический интерес 
представляет возможность передачи чумному микробу 
полового фактора кишечной палочки. Правда, сейчас 
можно только гадать, какие перспективы открывает по- 
добная возможность. Приобретение клетками чумного 
микроба Е-эписомы превращает их в особи «мужского» 
типа. Не исключено поэтому, что использование для 
указанного превращения Е-эписом различных типов, В 
‚том числе и мутантных, окажется полезным хотя бы для 
картирования хромосомы У. рез 5 и изучения передачи 
способности продуцировать антигены. 

Более существенные успехи достигнуты по передаче 
другого внехромосомного элемента — В-фактора. Осо- 
бенно важно, что с помощью К-фактора (типа И) уда- 
лось осуществить перенос от одних клеток чумного 
о а Ре-фактора, который сам по себе, 
В ОЗЬЕКЙ ыы Кроме того, создались 

а чно уже реализуемые, для изучения 
ов лекарственной устоичивости и фенотипичес- 


кой экспрессии соответств 
ующих детерминантов В-фак- 
торов у возбудителя чумы. ь ыы 
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Перечислим несколько задач, решения которых в рав- 
ной мере в ближайшее время можно ожидать с по- 
мощью Е--, В- или Ро-факторов: 

|1. Установление диапазона восприимчивости клеток 
к гетерологичным ДНК и механизмов их проникнове- 
ния с учетом степени гомологии ДНК эписом и хромо- 
сомы. 

9. Детальное изучение модифицирующего и ограни- 
чивающего действия клеток новых хозяев на чужерод- 
ную ДНК. 

3. Выяснение роли упомянутых выше факторов пе- 
реноса в изменении фенотипа и генотипа и значения 
их в плане эволюции возбудителя чумы. 

4. Определение «емкости» микробных клеток для 
различных сочетаний внехромосомных элементов. 

5. Подбор методов и условий для передачи чумно- 
му микробу различных плазмид грампозитивных бак- 
терий. 

Отдельно следует рекомендовать поиски специфиче- 
ских для У. резИз экстрахромосомальных элементов, 
особенно тех, которые имеют отношение к ее вирулент- 
ности и иммуногенности. 

Переходя к проблемам ‘мутагенеза, отметим прежде 
всего, что реализация возможностей, которые представ- 
ляет мутагенез, является функцией разработки мето- 
дов селекции, что в свою очередь упирается в необхо- 
димость углубленного . изучения различных сторон 
метаболизма бактерий. К сожалению, мы умеем пока от- 
бирать преимущественно ферментативные, прото-, аук- 
сотрофные, а также антибиотикоустойчивые мутанты 
чумного микроба. Методы селекции мутантов других 
типов нуждаются в разработке. Кстати, такое же поло- 
жение имеет место и с рекомбинантами. 

Нерешенными остаются вопросы о пределах мутаци- 
онной изменчивости, репарации поврежденной мутаге- 
нами ДНК и специфичности мутагенеза. 

Очень мало известно о том, идентичны ли по дру- 
гим свойствам однотипные мутанты, например соответ- 
ствующие ауксотрофные индуцированные и спонтанные. 
Не отработаны методы идентификации истинных и су- 
прессорных обратных мутаций. 

В плане картирования сделаны только первые шаги. 

Наконец, совершенно забытым оказалось такое важ- 
ное направление в изучении чумного микроба, как по- 
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пуляционная генетика, без нА затрудняется анализ 
взаимоотношения клеток, м. роли среды, 
влияния временных факторов и метаболитов на поведе- 
ние популяции в целом и особей, входящих в ее со- 
ка надеяться, что в самое ближайшее время 
мы станем свидетелями новых больших достижений в 
тенетике и биохимии чумного микроба. Они снимут ряд 
поставленных нами проблем и прояснят новые пути, 
по которым пойдет борьба ученых с инфекцией, веками 
сопутствующей человеку. 
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